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Der ischämische Schlaganfall ist ein akutes Krankheitsbild mit großer medizinischer 
und sozioökonomischer Bedeutung. Eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie 
spielt hierbei die Neurovaskuläre Einheit (NVU), deren wichtigste Funktion in der 
Gewährleistung der Blut-Hirn-Schranke (BBB) besteht. Die vorliegende Arbeit 
beschäftigt sich mit der weiteren immunhistochemischen Charakterisierung 
vaskulärer und zellulärer Komponenten der NVU und der Analyse der BBB-
Permeabilität beim thrombembolischen Schlaganfallmodell der Ratte. Darüber hinaus 
wird ein immunhistochemisches Verfahren entwickelt, mit dem FITC-Albumin und 
biotinyliertes Ratten-IgG in dauerhaft stabile Diaminobenzidin-Addukte überführbar 
sind, was anschließend die lichtmikroskopische Analyse in Serienschnitten und 
dadurch eine einfache volumetrische Quantifizierung permeabilitätsgestörter Areale 
erlaubt. 25 Stunden nach Induktion der Ischämie kann so im direkten Vergleich von 
ausgetretenem biotinylierten Ratten-IgG mit FITC-Albumin gezeigt werden, dass 
sowohl die qualitativ als auch quantitativ ermittelten Verteilungsmuster für beide 
Markersubstanzen identisch sind.  
Ein weiterer Schwerpunkt gilt der Fragestellung, ob bekannte negative Effekte der 
systemischen Thrombolyse mit rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator (rtPA) 
auf die Integrität der BBB durch eine simultane Hyperbare Sauerstofftherapie (HBO) 
abgeschwächt werden können. Dabei wird durch die gezielte Untersuchung einzelner 
Gefäße im permeabilitätsgestörten Areal erstmalig demonstriert, dass HBO zu keiner 
Stabilisierung einer erhöhten BBB-Permeabilität beim thrombembolischen 
Schlaganfall der Ratte führt.  
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ABC-Transporter Adenosintriphosphat bindende-Kassette-Transporter 
ACC Arteria carotis communis  
ACE Arteria carotis externa 
ACI Arteria carotis interna 
AJ Adhärenzverbindungen, (engl.: adherens junctions) 
Ang-1 Angiopoetin-1 
ANOVA Varianzanalyse, (engl.: analysis of variance) 
ATP Adenosintriphosphat 
BBB Blut-Hirn-Schranke, (engl.: blood-brain barrier) 
bFGF Basischer Fibroblastenwachstumsfaktor,  
(engl.: basic fibroblast growth factor) 
BP Band-Pass-Filter 
CD Unterscheidungsgruppe, (engl.: Cluster of differentiation) 
CLSM Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop  




EB Evans Blue 
EBA = SMI-71 Endotheliales-Barriere Antigen, (engl.: endothelial-barrier 
antigen) 
EZ Endothelzelle 
EZM Extrazelluläre Matrix 
FITC-Albumin Fluorescein-Isothiozyanat-konjugiertes Albumin  
fMCAO Okklusion der Arteria cerebri media durch einen Faden,  
(engl.: filament middle cerebral artery occlusion) 
Gadolinium-DTPA Gadopentetat-Dimeglumin 
GDNF Glial freigesetzter neurotropher Faktor,  
(engl.: glial-derived neurotrophic factor) 





GSA Griffonia simplicifolia Agglutinin  
HBO Hyperbare Sauerstofftherapie 
Iba-1 Ionisiertes Kalzium-bindendes Adaptermolekül-1 
ICB Intrazerebrale Blutung 
IgG Immunglobulin G 
iNOS Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase,  
(engl.: inducible NO synthase) 
IVIG Intravenöse Immunglobuline 
JAM Junktionale Adhäsionsmoleküle,  
(engl.: junctional adhesion molecules) 
LEA Lycopersicon esculentum Agglutinin, Tomatenlektin 
LRP-1 Low-density lipoprotein receptor-related protein-1 
MCP-1 Monozyten-chemotaktisches Protein,  
(engl.: monocyte chemoattractant protein-1) 
MMP Matrixmetalloproteinasen 
mRS Modifizierte Rankin Scala 
N2O Distickstoffmonoxid, Lachgas 
NBO Normobare Sauerstofftherapie 
NeuN Neuronal Nuclei 
NIH-SS National Institutes of Health-Schlaganfall-Skala 
NMDA N-Methyl-D-Aspartat  
NVU Neurovaskuläre Einheit, (engl.: neurovascular unit) 
O2 Sauerstoff 
PAF Plättchen-aktivierender Faktor,  
(engl.: platelet activating factor) 
PAI-1 Plasminogenaktivatorinhibitor-1,  
(engl.: plasminogen activator inhibitor-1) 
PaO2 Arterieller Sauerstoffpartialdruck 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung,  
(engl.: phosphate-buffered saline) 
PE Polyethylen 
PN-1 Proteinase Nexin-1 






ROI Region of interest 
rtPA Rekombinanter Gewebsplasminogenaktivator,  
(engl.: recombinant tissue type plasminogen activator) 
SMI-71 Siehe EBA 
STL Solanum tuberosum Lektin, Kartoffellektin 
TBS Tris-gepufferte Kochsalzlösung,  
(engl.: Tris-buffered saline) 
TBS-BSA-T Tris-gepufferte Kochsalzlösung, versetzt mit 2% 
Rinderserumalbumin und 0,3% Triton X-100  
TBS-NDS-T Tris-gepufferte Kochsalzlösung, versetzt mit 5% Esel-
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1.1 Sozioökonomische Bedeutung des ischämischen Schlaganfalls 
 
Die Inzidenz des ischämischen und hämorrhagischen Schlaganfalls unterscheidet 
sich je nach zitierter Studie, den zur Auswertung herangezogenen Daten und auch 
dem Zeitpunkt der Erhebung zum Teil erheblich. Neuere Veröffentlichungen gehen 
von einer – auf die deutsche Bevölkerung bezogenen – geschlechtsstandardisierten 
Inzidenz von Erstereignissen in Höhe von 123/100.000 Einwohner im Jahr 2005 aus 
[van den Bussche et al., 2010]. Andere Autoren berichten sogar von bis zu 196.000 
Neuerkrankungen zuzüglich 66.000 Rezidivereignissen jährlich [Heuschmann et al., 
2010]. Ungeachtet der Hinweise, dass die Inzidenz des ersten ischämischen 
Schlaganfalls in den letzten Jahren zurückgegangen ist [Lee et al., 2011], kann 
insgesamt auf Grund der älter werdenden Gesellschaft von einem nachfolgend 
erhöhten Risiko von Rezidivinfarkten ausgegangen werden. Die gesundheitlichen 
und sozioökonomischen Folgen sind beträchtlich: Es versterben bereits 7,1% der 
Patienten während des stationären Krankenhausaufenthaltes und weitere 10,3% 
innerhalb des ersten Jahres. Von den Patienten, die den Schlaganfall überleben, 
werden innerhalb des ersten Jahres nach dem Ereignis 14,3% pflegebedürftig [van 
den Bussche et al., 2010]. Die direkten Kosten für die Versorgung von Patienten mit 
einem erstmaligen ischämischen Hirninfarkt werden ausgehend vom Jahr 2006 
innerhalb der folgenden 20 Jahre auf insgesamt 108 Milliarden Euro geschätzt. Die 
Lebenszeitkosten für den einzelnen Patienten betragen dabei ungefähr 43.000 Euro 
[Kolominsky-Rabas et al., 2006]. Anteilig werden in den westlichen Industrienationen 
circa 2-5% der gesamten Gesundheitskosten durch das Krankheitsbild Schlaganfall 
verursacht [Saka et al., 2009].  
Trotz intensiver Forschung haben sich in der Akutphase des ischämischen 
Schlaganfalls in Bezug auf das Langzeitoutcome bisher nur 2 Therapien als wirksam 
erwiesen: 1. die Behandlung auf spezialisierten Schlaganfallspezialstationen (engl.: 
Stroke Units) [Walter et al., 2009] und 2. die systemische Thrombolyse mit 






1.2 Blut-Hirn-Schranke und Neurovaskuläre Einheit 
 
Die Blut-Hirn-Schranke (engl.: blood-brain barrier, BBB) ist eine selektive Barriere, 
die den unkontrollierten Übertritt der meisten Substanzen aus dem Blut in das 
Hirngewebe verhindern soll [Ballabh et al., 2004]. Die BBB erfüllt somit die wichtige 
Aufgabe, das zentrale und periphere Nervensystem vom Rest des Körpers zu 
trennen und ist Voraussetzung für die zerebrale Homöostase von Ionen, 
Neurotransmittern, Makromolekülen und den Schutz vor Toxinen [Abbott et al., 2010]. 
Während Gase wie Sauerstoff, Kohlendioxid [Grieb et al., 1985],  lipophile Stoffe [Liu 
et al., 2004] und niedermolekulare Substanzen bis 500 Dalton (Da) Molekulargewicht 
die BBB durch Diffusion überwinden können  [Persidsky et al., 2006], ist sie unter 
physiologischen Bedingungen für größere sowie geladene Moleküle, wie 
beispielsweise Aminosäuren, Glukose, Nukleotide oder Proteine nicht permeabel.  
Als morphologisches Korrelat der BBB wurden lange Zeit die Endothelzellen der 
zerebralen Gefäße und in ihnen lokalisierte subzelluläre Strukturen, wie 
Schlussleisten und Adhärenzverbindungen angesehen [siehe: Reese und Karnowski 
1967]. In den letzten Jahren stellte sich jedoch heraus, dass die isolierte Analyse von 
BBB-Veränderungen sowie von benachbarten Zellen nicht zielführend ist, 
insbesondere auch unter dem Aspekt der Entwicklung von neuroprotektiven 
Therapieansätzen bei pathologischen Veränderungen des zentralen Nervensystems.  
Es setzte sich eine komplexere Sicht unter Berücksichtigung der Interaktionen 
zwischen zerebralen Gefäßen (inklusive Endothelzellen, Basalmembran, 
Astrozytenendfüßen, Perizyten und extrazellulärer Matrix) und assoziierten Zellen 
wie Astrozyten, Neuronen, Mikro- und Oligodendroglia durch. Dieses Konzept wird 
als Neurovaskuläre Einheit (engl.: neurovascular unit, NVU) beschrieben [Lo et al., 
2004; del Zoppo 2010]. Die Barrierefunktion der BBB stellt dabei nur einen, wenn 
auch bedeutenden Teil der Funktion der NVU dar. Weitere wichtige Eigenschaften 
der NVU resultieren in der hämodynamischen Koppelung der Aktivität von Neuronen 
und Kapillaren, der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Signalübertragung oder der Wieder-
aufnahme von Neurotransmittern [Lo et al., 2004].  
Da es sich bei der NVU um ein hochkomplexes Gebilde handelt, das ein geordnetes 
Zusammenspiel verschiedenster Zellen, subzellulärer Strukturen sowie von 
Enzymen, Zytokinen und Botenstoffen notwendig macht, sollen im Folgenden die 




1.2.1 Zelluläre Komponenten der Neurovaskulären Einheit unter besonderer 




Die Endothelzellen (EZ) zerebraler Gefäße unterscheiden sich von peripheren EZ 
durch fehlende Fenestrationen, eine nur minimale pinozytotische Aktivität und das 
Vorhandensein von Schlussleisten [Hawkins und Davis 2005]. Es existieren daher 
eine Reihe von Transportsystemen, die entweder luminal, abluminal oder auf beiden 
Seiten der EZ [Bernacki et al., 2008;  Abbott et al., 2010] lokalisiert sind und einen 
gerichteten Transport von Substanzen erlauben. Beispielsweise erfolgt der Transport 
größerer Moleküle wie Insulin und Transferrin über die Bindung an spezifische 
Rezeptoren und anschließender Transzytose [Abbott et al., 2010]. Vergleicht man die 
Neuropilgängigkeit von Substanzen mit ihrer Fettlöslichkeit, ergeben sich im Neuropil 
niedrigere Konzentrationen als errechnet. Der Grund hierfür sind die 
Adenosintriphosphat (ATP)-bindenden-Kassette-Transporter (engl.: ATP-binding 
cassette (ABC)-Transporter), die unter Verbrauch von ATP Substanzen gegen einen 
Konzentrationsgradienten transportieren können. Die wichtigsten ABC-Transporter in 
den EZ sind P-Glykoprotein, Multidrug-Resistenz-assoziierte Proteine (engl.: 
multidrug-resistance-associated proteins) und das Brustkrebs-Resistenz-Protein 
(engl.: breast cancer resistance protein) [Miller et al., 2008; Miller 2010]. Neben ihrer 
Funktion als Struktur- und Transportbarriere bilden die EZ auch eine metabolische 
Barriere. Zahlreiche Cytochrom-P-450-Enzyme metabolisieren potentiell toxische, 
lipophile Substanzen sowohl exogenen als auch endogenen Ursprungs in polarisierte 
Metabolite, die dann nicht weiter in Richtung des Neuropils penetrieren [el-Bacha 





Hinsichtlich ihres Phänotyps werden bis zu 11 verschiedene Arten von Astrozyten 
unterschieden, von denen 8 mit Gefäßen interagieren sollen [Abbott et al., 2006]. 
Besonders wichtig sind die vor allem in der weißen Substanz vorkommenden 




Substanz dominieren [Bernacki et al., 2008]. Protoplasmatische Astrozyten besitzen 
große Zellkerne und zahlreiche kräftige zytoplasmatische Fortsätze, deren Enden die 
sogenannten Astrozytenendfüße (engl.: astrocyte end-feet) bilden. Diese Fortsätze 
bedecken den größten Teil der zerebralen Kapillaren und bilden einen Teil der Glia 
limitans [Abbott et al., 2006; Bernacki et al., 2008; Abbott et al., 2010]. Astrozyten 
sind essentiell für die Aufrechterhaltung und Entwicklung der BBB, indem sie 
verschiedene Zytokine, wie den transformierenden Wachstumsfaktor β (engl.: 
transforming growth factor β, TGF-β), den basischen Fibroblastenwachstumsfaktor 
(engl.: basic fibroblast growth factor, bFGF), Angiopoetin-1 (Ang-1) und den glial 
freigesetzten neurotrophen Faktor (engl.: glial-derived neurotrophic factor, GDNF) 
freisetzen [Abbott et al., 2006). Eine bedeutende Rolle spielen Astrozyten auch bei 
der Regulation des zerebralen Blutflusses [Koehler et al., 2006], da sie über ihre 
zahlreichen Fortsätze die lokale Stoffwechselaktivität der Neurone erfassen und mit 
ihren Astrozytenendfüßen entweder direkt oder indirekt über Perizyten und glatte 
Muskelzellen mit den EZ interagieren. Des Weiteren enthalten die Astrozytenendfüße 
zahlreiche Ionenkanäle, wie zum Beispiel den Kalium-Kanal Kir 4.1 und 
Wasserkanäle, wie Aquaporin 4. Sie tragen dadurch zur Gewährleistung der Kalium-
Homöostase bei, indem sie als kurzzeitiger „K+-Speicher“ dienen können [Kleffner et 
al., 2008]. 
 
1.2.1.3 Perizyten  
 
Perizyten sind vollständig von der Basalmembran umgeben und bilden zusammen 
mit den EZ und den glatten Muskelzellen die Gefäßwand. Sie bedecken einen 
großen Teil der zerebralen Gefäße, wobei sie von den EZ durch das innere Blatt der 
Basalmembran getrennt sind [Krueger und Bechmann 2010]. Über Einstülpungen, 
sogenannte „peg socket“-Kontakte, können sie jedoch mit mehreren benachbarten 
EZ kommunizieren [Armulik et al., 2005]. Ein Mangel an Perizyten ist verbunden mit 
endothelialer Hyperplasie, vergrößertem Kapillardurchmesser und Veränderungen im 
Aufbau der Schlussleisten (engl.: tight junctions, TJ) [Hellström et al., 2001]. 
Perizyten spielen eine wichtige Rolle bei der Angiogenese [Krueger und Bechmann 
2010] und tragen zur Aufrechterhaltung der BBB bei. So sollen Perizyten zum 
Beispiel die Expression von BBB-spezifischen Genen steuern und die Polarisierung 




zeigten, dass Perizyten, die mit EZ kokultiviert werden, die Expression von 
Gewebsplasminogenaktivator (engl.: tissue type plasminogen activator, tPA) herunter 
regulieren und die Freisetzung von Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (engl.: 
plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) verstärken können. Außerdem bewirken sie 
nach Stimulation mit Endotoxinen die vermehrte Freisetzung von Proteinase Nexin-1 
(PN-1), die Thrombin inhibiert [Kim et al., 2006]. Dies lässt vermuten, dass Perizyten 
an der Regulation und Homöostase der endothelialen Fibrinolyse und Gerinnung 




Die funktionelle Bedeutung der Neurone im Kontext der NVU wird derzeit nur 
lückenhaft verstanden. Da es eine direkte Korrelation zwischen der Hirnaktivität und 
dem regionalen zerebralen Blutfluss gibt, ist von einer engen Wechselwirkung 
zwischen Neuronen und Kapillaren auszugehen. Diese Kommunikation soll 
hauptsächlich über Astrozyten als einer Art Relaisstation stattfinden [Zonta et al., 
2003; Koehler et al., 2006]. Krum et al., fanden zudem heraus, dass die Zerstörung 
von Neuronen und Glia mittels der gezielten Injektion des gegen einen neuronalen 
Oberflächenmarker gerichteten Immuntoxins OX7-Saporin bei intakt gebliebener 
mikrovaskulärer Umgebung bestimmte Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke, wie 
die Expression des Glukosetransporters 1 (GLUT1) nicht veränderten [Krum et al., 
1997]. 
 
1.2.2  Subzelluläre Komponenten  
 
Der Haftkomplex (engl.: junctional complex) ist die am apikalsten gelegene Struktur 
des interzellulären Spalts und besteht vor allem aus den apikal gelegenen TJ und 




Schlussleisten erfüllen hauptsächlich 2 Funktionen: zum einen eine Zaunfunktion 
(engl.: fence function), indem sie die räumliche Trennung bestimmter 




über die Kontrolle des parazellulären Durchtritts von Ionen, Substraten und Wasser 
(engl.: gate function) [Hartsock und Nelson 2008]. Unter physiologischen 
Bedingungen können Substanzen mit einem Molekulargewicht von mehr als 180 
Dalton die TJ nicht überwinden [Mitic und Anderson 1998]. Proteine der TJ sind auch 
an der Signaltransduktion zwischen EZ sowie zwischen EZ und der extrazellulären 
Matrix (EZM) beteiligt und dienen zusammen mit den Adhärenzverbindungen der 
Erkennung der Lage im Gewebeverband [Bazzoni und Dejana 2004]. 
TJ bestehen aus 3 Klassen von Transmembranproteinen, den Okkludinen, den 
Claudinen und den junktionalen Adhäsionsmolekülen (engl.: junctional adhesion 
molecules, JAM) sowie zahlreichen intrazellulären Proteinen, die eine Verbindung 





Die Adhärenzverbindungen (engl.: adherens junctions, AJ) bilden einen 
durchgehenden Gürtel um die EZ und befinden sich abluminal von den TJ. Sie 
bestehen in den zerebralen Gefäßen vor allem aus dem vaskulärem endothelialen 
(VE)-Cadherin [Hartsock und Nelson 2008]. Zwischen Cadherinen benachbarter EZ 
bilden sich homophile trans-Cadherin-Bindungen aus, die eine schwache Adhäsion 
der Zellen bewirken [Halbleib und Nelson 2006]. Wichtige Aufgaben des VE-
Cadherins sind die Initiierung und Stabilisierung von Zell-Zell Kontakten, die 
Regulation des Aktin-Zytoskelettes sowie die intra- und extrazelluläre 
Signalübertragung [Hartsock und Nelson 2008]. Cadherine spielen des Weiteren eine 
wichtige Rolle bei der Ausbildung von TJ. So kann VE-Cadherin zum Beispiel die 
Transkription des Claudin-5-Gens regulieren [Taddei et al., 2008]). 
Verschiedene Mediatoren wie Tumornekrosefaktor α (engl.: tumor necrosis factor α, 
TNF-α), Plättchen-aktivierender Faktor (engl.: platelet activating factor, PAF), 
vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (engl.: vascular endothelial growth factor, 
VEGF) oder Histamin führen zu einer verstärkten Phosphorylierung der AJ und einer 





1.2.2.3 Zytoplasmatische Proteine  
 
Das Zytoskelett der EZ wird durch Mikrofilamente wie Aktin, Intermediärfilamente und 
Mikrotubuli gebildet. Eine Störung des Aufbaus der Mikrofilamente, jedoch nicht der 
Mikrotubuli, resultiert in einer erhöhten Permeabilität der BBB für 
Meerrettichperoxidase bei intakten TJ [Nag 1995]. Die Verbindung zwischen 
Zytoskelett und TJ/AJ, sowie die Quervernetzung der Membranproteine erfolgt mit 
Hilfe verschiedener weiterer zytoplasmatischer Proteine [Sandoval und Witt 2008]. 
Neben Stützfunktionen erfüllen diese zytoplasmatischen Proteine auch wichtige 
Aufgaben bei der Signaltransduktion entweder über die Rekrutierung klassischer 
Signalproteine wie Kinasen und Phosphatasen oder über ihre subzelluläre Verteilung 
[Taddei et al., 2008].  
 
1.2.3 Extrazelluläre Matrix und Basalmembran 
 
Die kapillären EZ sind auf der abluminalen Seite von der Basalmembran umgeben, in 
die die Perizyten eingelagert sind [Krueger und Bechmann 2010]. Während in den 
postkapillären Venolen verschiedene Schichten der vaskulären Basalmembran, wie 
ein inneres und äußeres Blatt, von der glialen Basalmembran, die zusammen mit den 
Astrozytenendfüßen die Glia limitans bildet, unterschieden werden können, 
verschmilzt im Bereich der Kapillaren die vaskuläre Basalmembran mit der Glia 
limitans [Bechmann et al., 2007]. Zusammen mit der EZM erfüllt die Basalmembran 
wichtige Aufgaben wie die Verankerung und räumliche Trennung von Zellen der NVU 
sowie die Regulation der interzellulären Signaltransduktion und stellt eine zusätzliche 
Diffusionsbarriere für Substanzen dar. Aufgebaut sind EZM und Basalmembran aus 
verschiedenen Strukturproteinen (Kollagen IV, Laminin, Fibronektin, Elastin, 
Thrombospondin) [Sandoval und Witt 2008]. Der Abbau der EZM bzw. der 
Basalmembran oder Veränderungen in den Adhäsionsrezeptoren können zum 
Zelltod durch Anoikis und zu einer erhöhten Permeabilität der BBB führen [del Zoppo 








1.3 Ischämischer Schlaganfall und dessen Auswirkungen auf die Blut-
Hirn-Schranke 
 
1.3.1 Reduktion des regionalen zerebralen Blutflusses 
 
Die Akutphase des ischämischen Schlaganfalls resultiert in einer Verringerung des 
regionalen zerebralen Blutflusses (rCBF), hervorgerufen durch Emboli, Thromben, 
Vasospasmen oder durch hämodynamisch relevante Gefäßwandstenosen. Über die 
Glykolyse und den Zitratzyklus verbraucht das Gehirn etwa 20% des 
Glukoseangebotes des Körpers [Hermann et al., 2010]. Da es nicht über größere 
Energiespeicher verfügt, ist es jedoch auf eine kontinuierliche Blutversorgung 
angewiesen. Dieses Organ verfügt daher über mehrere Mechanismen, um einem 
Substratmangel entgegen zu wirken.  
Durch die Autoregulation der zerebralen Gefäße kommt es zunächst zu einer 
kompensatorischen Dilatation der Gefäße. Sollte der zerebrale Blutfluss weiter fallen, 
kann der Zellmetabolismus noch weitgehend durch die Erhöhung der 
Sauerstoffextraktionsrate  aus dem Blut aufrechterhalten werden. Erst bei einem 
Abfall des zerebralen Blutflusses auf unter 8-10 ml / 100 g Hirnmasse pro Minute tritt 
schließlich innerhalb weniger Minuten der irreversible Zelltod ein [Widder und Görtler 
2004]. 
An den irreversibel geschädigten Infarktkern schließt sich die periischämische 
Randzone mit einem zunächst nur eingeschränkten Funktionsstoffwechsel an, die 
sogenannte Penumbra [Astrup et al., 1981; Dirnagl et al., 1999]. Bei Persistenz des 
eingeschränkten zerebralen Blutflusses wächst allerdings der Infarktkern, bis nach 
circa einem Tag auch die Penumbra komplett nekrotisch ist [Hata et al., 2000].  
Dieser fließende Übergang zwischen reversibel und irreversibel geschädigten 
Arealen und die oft ganz verschiedenen Prozesse in räumlich benachbarten 
Abschnitten der BBB sollten stets berücksichtigt werden.  
 
1.3.2  Zytotoxisches, ionisches und vasogenes Ödem 
 
Unterschreitet der zerebrale Blutfluss die bereits erwähnten  8-10 ml / 100 g 
Hirnmasse pro Minute, leeren sich die intrazellulären Energiespeicher, d. h. es fehlen 




Ionenpumpen, die unter physiologischen Bedingungen 50% der Gesamtenergie des 
Gehirns benötigen, stellen zuerst ihre Funktion ein [Hermann et al., 2010]. Das nach 
Auslösung von Aktionspotentialen einströmende Natrium kann durch ATP-abhängige 
Na+/K+-ATPasen nicht mehr aus der Zelle transportiert werden, was in einer 
unkontrollierten Depolarisation resultiert. Da Ionenbewegungen von Wasser begleitet 
werden, führt dies zum Hydrops betroffener Zellen, dem sogenannten  zytotoxischen 
Zellödem, das nicht nur Neurone sondern alle Zellen der NVU betrifft [Kahle et al., 
2009]. Zunächst findet aber nur eine Umverteilung von Ionen und Wasser aus dem 
Extrazellular- in den Intrazellularraum statt. Die Nettoaufnahme von Wasser ins 
Gehirn erfolgt schließlich, indem sich ein starker Gradient für Natrium- und 
Chloridionen zwischen dem Intra- und dem Extravasalraum ausbildet. Über 
verschiedene Transporter und Kanalproteine, die an der luminalen Seite der 
Endothelzelle exprimiert werden, kommt es zu einem Einstrom von Natrium- und 
Chloridionen sowie nachfolgend Wasser aus den Kapillaren in den Extravasalraum, 
d.h. zum ionischen Ödem [Kahle et al., 2009]. Schließlich folgt bei 
Schlaganfallpatienten nach 2 bis 5 Tagen das vasogene Ödem [Heo et al., 2005] - 
charakterisiert durch den Zusammenbruch der BBB und den unkontrollierten 
Einstrom proteinreicher Flüssigkeit in den Extravasalraum. Die Ursachen für die stark 
erhöhte Permeabilität der BBB sind noch nicht genau geklärt. Wahrscheinlich ist es 
ein Zusammenspiel vieler Faktoren: Hydrops der Endothelzellen, Zusammenziehen 
der Endothelzellen durch Kontraktion des Zytoskeletts, Zusammenbruch der TJ, 
Abbau der EZM und der Basalmembran durch Proteasen [Kahle et al., 2009; 




Durch die bereits beschriebene rasche Depolarisation der Neurone werden 
zahlreiche Neurotransmitter und hierbei vor allem Glutamat unkontrolliert freigesetzt. 
Zusätzlich werden die freigesetzten Transmitter verzögert aus dem synaptischen 
Spalt entfernt [Dirnagl et al., 1999]. Dies führt zu einer Überaktivierung der 
Glutamatrezeptoren, insbesondere von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren, 
und einem starken Kalziumeinstrom in die Zellen. Durch Erhöhung der intrazellulären 
Kalziumkonzentration kommt es zu einer Aktivierung zahlreicher Proteine und 




Zytoskelett und Zellmembranen sowie DNA-Fragmentierung. Schließlich münden 
diese Prozesse im Untergang der Zellen durch Apoptose, Nekrose oder auch 
Autophagozytose [Simon et al., 1984; Meldrum et al., 1985; Wang und Quin 2010]. 
 
1.3.4 Veränderte Genaktivität 
 
Schon wenige Minuten nach Einsetzen der Hypoxie wird über eine Modulation der 
Aktivität von Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel E74-like factor 2 oder 
eukaryotischer Elongationsfaktoren (engl.: eukaryotic elongation factors, eEF) 
[Massa et al., 1996], die  Transkription von frühen Genen (den sogenannten 
„immediate early response genes“), wie c-jun, c-fos sowie junB gesteigert, und das 
sogar über die Penumbra hinaus [Hata et al., 2000; Weinstein et al., 2004].  
 
1.3.5 Aktivierung des Gefäßendothels 
 
Die gesteigerte Transkription von Genen führt zu einer erhöhten Synthese und 
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin-1α, Interleukin-6, TNF-
α, TGF-β), gefolgt von Chemokinen, wie dem Monozyten-chemotaktischen Protein 
(engl.: monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), die eine Aktivierung des 
Endothels und eine verstärkte Expression von Zelladhäsionsmolekülen hervorrufen 
[Huang et al., 2006]. Nach der Margination der Leukozyten durch veränderte 
Fließeigenschaften des Blutes kommt es durch Interaktion mit den 
Zelladhäsionsmolekülen der EZ zunächst zum sogenannten Rollen (engl.: Rolling) 
entlang der Gefäßwand und anschließend vor allem im Bereich der postkapillären 
Venolen zu deren Adhäsion und anschließender Transmigration [del Zoppo et al., 




Im Verlauf der Ischämie werden zahlreiche Proteasen durch Zellen der NVU 
freigesetzt. Dazu gehören Heparanasen, Kathepsine, tPA und 
Matrixmetalloproteinasen (MMP) [del Zoppo et al., 2010]. 
Die Expression der MMP ist unter physiologischen Bedingungen sehr niedrig, und 




Hochregulation [Jian Liu und Rosenberg 2005]. Im Folgegeschehen des 
Schlaganfalls besonders wichtige MMP sind MMP-2 und MMP-9. Beide besitzen eine 
Substratspezifität für Bestandteile der EZM und der Basalmembran, wie 
beispielsweise Fibronektin, Laminin und Kollagen IV [Rosenberg et al., 2002]. Die 
Degradation der Basalmembran und der EZM durch MMP-2 und MMP-9 resultiert in 
einer Zunahme der Permeabilität der BBB bis hin zum Verlust ihrer 
Schrankenfunktion und der hämorrhagischen Transformation des Hirninfarktes 
[Rosell et al., 2008; Candelario-Jalil et al., 2009]. Daneben können MMP über die 
Modifikation der EZM die Signalübertragung zwischen Zellen sowie zwischen der 
EZM und Zellen modulieren. Auch spielen sie eine Rolle bei der Angiogenese 
[Candelario-Jalil et al., 2009] und der neuronalen Plastizität in der Post-Infarkt-Phase 
[Zhao et al., 2006]. 
 
1.4  Rekombinanter Gewebsplasminogenaktivator 
 
Erklärtes Ziel in der Akutphase des ischämischen Schlaganfalls ist die rasche 
Wiedereröffnung des verschlossenen Gefäßes, die essentiell für den Erhalt der 
Penumbra ist. Autolytische Prozesse ermöglichen zwar Spontanrekanalisationen, 
auch von größeren arteriellen Gefäßverschlüssen, wie in proximalen Segmenten der 
Arteria cerebri media und vereinzelt auch des Karotis-T [Mori et al., 1992; Yamaguchi 
et al., 1995; Molina et al., 2001], doch erst der systematische Einsatz von 
rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator (engl.: recombinant tissue type 
plasminogen activator, rtPA) stellt einen Durchbruch in der Akutbehandlung des 
ischämischen Hirninfarktes und die bis heute einzige zugelassene Pharmakotherapie 
dar.  
 
1.4.1 Eigenschaften von rtPA 
 
Gewebsplasminogenaktivator ist eine Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 
circa 59 kDa, die unter anderem durch zerebrale EZ, Neurone, Glia und 
Schwannsche Zellen [Krystosek und Seeds 1981 und 1984; Sappino et al., 1993] 
synthetisiert und freigesetzt werden kann. Synthese und Konzentration von tPA 
scheinen zumindest im Gehirn der Maus mit dem Alter abzunehmen [Ahn et al., 




von Plasminogen zu Plasmin, das dann Fibrin spalten und so den Embolus lysieren 
kann. Die Geschwindigkeit der Plasminogenspaltung durch (r)tPA ist eher gering, 
kann aber durch die Bindung an Fibrin, d.h. in unmittelbarer Nähe des Embolus um 
das 100 bis 1000fache gesteigert werden [van Zonneveld et al., 1986; Gravanis und 
Tsirka 2008].  
Die biologische Halbwertszeit von rtPA ist mit 5 bis 10 Minuten kurz. Durch die 
kovalente Bindung von PAI-1 an rtPA wird dessen katalytische Aktivität inhibiert 
[Pannekoek et al., 1986]. Ein weiterer Inhibitor des rtPA im Gehirn ist Neuroserpin 
[Krüger et al., 1997]. Der inaktive rtPA-Neuroserpin-Komplex bindet an einen 
Scavenger-Rezeptor, das low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1) 
und wird von Glia internalisiert [Makarova et al., 2003]. Systemisch zirkulierende 
inaktive rtPA-PAI-1 Komplexe werden durch die Bindung an LRP-1 in der Leber 
eliminiert [Orth et al., 1992].  
 
1.4.2 Klinische Anwendung von rtPA 
 
Nachdem die Wirksamkeit und Sicherheit der intravenösen Anwendung von rtPA in 
der NINDS-Studie [NINDS Trial 1995] und der ECASS-II Studie [Hacke et al., 1998] 
gezeigt werden konnte (siehe Tabelle 1), ist rtPA in Deutschland seit 2002 zur 
Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls zugelassen. Nach der ECASS-3 Studie 
[Hacke et al., 2008] erfolgte 2011 die Zulassungserweiterung für rtPA auf 4,5 Stunden 
nach Symptombeginn. 
 
1.4.3 Nebenwirkungen von rtPA 
 
Der Grund für die strenge zeitliche Anwendungsbeschränkung von rtPA liegt in der 
Zunahme von symptomatischen intrakraniellen Blutungen, der wichtigsten 
Nebenwirkung der systemischen Thrombolyse [NINDS Trial 1995]. Aufgrund schon 
beschriebener inflammatorischer Effekte während der Ischämie (siehe 1.3.5-6) 
kommt es zu einer Erhöhung der BBB-Permeabilität und dem Austritt von 
Plasmaproteinen wie Thrombin, Plasminogen oder (r)tPA aus den Gefäßen [Gingrich 
und Traynelis 2000]. Sowohl rtPA als auch Plasmin können hierbei MMP-2 und MMP-
9 aktivieren [Rosenberg et al., 2002; Gasche et al., 2006; Candelario-Jalil et al., 










Primärer Endpunkt Ergebnis Symptomatische 
ICB  




0-3 291 Verbesserung NIH-SS um >= 4 Punkte 
oder NIH-SS 0 nach 24 Stunden 
nicht signifikant signifikant: 
5,6% vs. 0% 
NINDS Trial 1995 
NINDS: 
Teil 2 
0-3 333 Barthel-Index, Glasgow outcome 
scale, NIH-SS, mRS nach 90 Tagen 
signifikant zugunsten von 
rtPA 
signifikant: 
7,1% vs. 1,2% 
NINDS Trial 1995 
ECASS 0-6 620 Barthel-Index und mRS nach 90 Tagen nicht signifikant signifikant: 
19,8% vs. 6,5% 
Hacke et al., 1995 
ECASS 2 0-6 800 mRS 0-1 nach 90 Tagen nicht signifikant signifikant: 
8,8% vs. 3,4% 
Hacke et al., 1998 
ECASS 3 3-4.5 821 mRS 0-1 nach 90 Tagen signifikant zugunsten von 
rtPA 
signifikant:  
2,4% vs. 0,2%  
Hacke et al., 2008 
ATLANTIS  3-5 547 NIH-SS <= 1 nach 90 Tagen nicht signifikant signifikant: 
7,0% vs. 1,1% 
Clark et al., 1999 
Tabelle 1: Übersicht über die bislang wichtigsten Thrombolysestudien mit Prüfung von rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator (rtPA) im Vergleich zu 
Plazebo. NIH-SS National Institutes of Health Stroke Scale, mRS modifizierte Rankin Scala, ICB intrazerebrale Blutung. Akronyme der Studien: NINDS National 
Institute of Neurologic DisorderS, ECASS  European Cooperative Acute Stroke Study, ATLANTIS Alteplase ThromboLysis for Acute Noninterventional Therapy in 
Ischemic Stroke. CAVE: Symptomatische intrazerebrale Blutungen wurden in den einzelnen Studien unterschiedlich definiert und zu unterschiedlichen 




Abbau von Komponenten der Basalmembran bzw. der EZM zusätzlich eine weitere 
Zunahme der BBB-Permeabilität (siehe 1.3.6). Darüber hinaus kann rtPA auch nicht-
proteolytisch durch die Interaktion mit LRP-1 zu einer erhöhten BBB-Permeabilität 
führen [Yepes et al., 2003; Benchenane et al., 2005; Su et al., 2008]. 
Weitere pro-inflammatorische Effekte von rtPA beruhen auf einer nicht-proteolytisch 
vermittelten Modulation der Aktivität von Mikroglia gegenüber inflammatorischen 
Stimuli wie Lipopolysacchariden [Rogove et al., 1999] oder auch einer Verstärkung 
der Wirkung von Chemokinen wie MCP-1 [Sheehan et al., 2007].  
Des Weiteren sind für rtPA auch zahlreiche neurotoxische Wirkungen beschrieben 
worden. Nicole et al., zeigten sowohl in vitro als auch in vivo, dass rtPA den 
neuronalen Zelltod durch Glutamatexzitotoxizität potenzieren konnte [Nicole et al., 
2001]. Andere Arbeitsgruppen fanden nach transienter fokaler zerebraler Ischämie 
bei tPA-defizienten Mäusen oder Mäusen mit einer reduzierten endogenen tPA-
Expression kleinere Hirninfarkte im Vergleich zu Wildtypmäusen [Wang YF et al., 
1998; Nagai et al., 1999]. 
Rekombinantes tPA ist somit ein zweischneidiges Pharmakon: Einerseits zeigt es die 
erwünschte intravasale thrombolytische Wirkung, andererseits zeigt es deletäre 
Effekte, die auf der Destabilisierung der BBB und seiner Neurotoxizität beruhen.  
 
1.5 Hyperbare Sauerstofftherapie 
 
Bereits 1960 konnte gezeigt werden, dass Schweine, deren Blut gegen Blutplasma 
ausgetauscht worden war, in einer hyperbaren Sauerstoffatmosphäre überlebten 
[Boerema et al., 1960]. Damit begann die Erforschung der Hyperbaren 
Sauerstofftherapie (HBO) als eine mögliche Therapieform beim ischämischen 
Schlaganfall. Nachfolgend sollen zunächst die physikalischen Grundlagen der HBO 
erläutert werden. 
 
1.5.1 Physikalische Grundlagen der HBO 
 
100 ml Blut enthalten 15 g Hämoglobin, und 1 g Hämoglobin kann 1,34 ml Sauerstoff 
binden. Da unter atmosphärischen Normalbedingungen (Raumluft mit einem 
Sauerstoffgehalt von 21%) circa 97% des Hämoglobins mit Sauerstoff gesättigt sind, 




transportieren. Zusätzlich sind in 100 ml Blut noch 0,3 ml Sauerstoff physikalisch 
gelöst. Wird der Sauerstoffanteil des Atemgases auf 100% erhöht, ist das 
Hämoglobin vollständig mit Sauerstoff gesättigt, und 100 ml Blut können jetzt 20,1 ml 
Sauerstoff transportieren. Der physikalisch gelöste Anteil des Sauerstoffs im Blut 
beträgt dann 2 ml/100 ml Blut. 
Hyperbare Sauerstofftherapie ist definiert als das Atmen von 100% Sauerstoff unter 
einem Druck, der größer als 1 Atmosphäre (engl.: atmosphere absolute, ata) ist. 
Beim Atmen von 100 % Sauerstoff unter 1,5 ata sind ungefähr 3,3 ml und unter 2,5 
ata sogar 5,62 ml Sauerstoff/100 ml Blut physikalisch gelöst [Calvert et al., 2007; Jain 
2004; Michalski et al., 2011a]. 
 
1.5.2 HBO beim ischämischen Schlaganfall 
 
Zahlreiche Tierstudien belegten sowohl bei permanenter, mehr noch aber bei 
transienter fokaler zerebraler Ischämie eine positive Wirkung der HBO auf die 
Endpunkte Infarktgröße und funktionelles Outcome [zum Beispiel: Badr et al., 2001a; 
Yin et al., 2002; Schäbitz et al., 2004; Veltkamp et al., 2005a]. Mehrere der HBO-
vermittelten Neuroprotektion zugrundeliegende Mechanismen wurden während der 
letzten Jahre aufgedeckt: Anti-inflammatorische Effekte von HBO beruhen auf einem 
verringerten Anstieg von MMP-2 und MMP-9 im Infarktgebiet [Veltkamp et al., 2005b; 
Veltkamp et al., 2006; Sun et al., 2010; Zhao H et al., 2011], einer verringerten 
Aktivität von Cyclooxygenase-2 und Myeloperoxidase [Yin et al., 2002; Miljkovic-Lolic 
et al., 2003], sowie einer reduzierten Expression von interzellulären 
Adhäsionsmolekülen und einer dadurch bedingten Reduktion der 
Leukozyteninfiltration in das infarzierte Gewebe [Atochin et al., 2000; Miljkovic-Lolic 
et al., 2003; Buras und Reenstra 2007]. Auch kam es nach HBO zu einer Reduktion 
exzitotoxisch wirkender Metabolite, wie zum Beispiel Glutamat in subkortikalen 
Strukturen [Badr et al., 2001b]. Über eine Reduktion der Aktivität der Caspasen 3 und 
9 werden zusätzlich anti-apoptotische Effekte vermittelt [Yin et al., 2003; Zhang et al., 
2005]. Allerdings konnten die positiven Ergebnisse der Tierstudien in den 3 bislang 
durchgeführten klinischen Pilotstudien [Anderson et al., 1991; Nighoghossian et al., 
1995; Rusyniak et al., 2003] nicht bestätigt werden. 




2 Zielstellung der Arbeit 
 
Die Therapie mit rtPA ist die bislang einzige zugelassene pharmakologische 
Behandlungsoption in der Akutphase des ischämischen Schlaganfalls. Sie dient dem 
Ziel der Rekanalisation verschlossener, zerebraler arterieller Gefäße. Mit 
zunehmendem zeitlichem Abstand zum Symptombeginn steigt jedoch das Risiko von 
intrazerebralen Hämorrhagien, die auf eine Schädigung der Neurovaskulären Einheit 
mit dadurch bedingter erhöhter BBB-Permeabilität zurückzuführen sind.  
Ein möglichst patientennahes Tiermodell kann dazu beitragen, Behandlungsformen 
zu entwickeln, die Nebenwirkungen von rtPA reduzieren. Ein derartiges Tiermodell, 
das eine fokale zerebrale Ischämie durch thrombembolische Okklusion der A. cerebri 
media (engl.: thromboembolic middle cerebral artery occlusion, tMCAO) induziert, 
sollte in der vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert werden. Zunächst war 
vorgesehen, in männlichen Wistar-Ratten immunhistochemisch das Verhalten 
wichtiger Komponenten der NVU im Infarktgebiet qualitativ zu erfassen. Außerdem 
war mit Hilfe verschiedener Markersubstanzen unterschiedlichen Molekulargewichts 
wie FITC-Albumin (circa 70 kDa) und biotinyliertem Ratten-IgG (circa 144 kDa) die 
Permeabilität der BBB zu analysieren. Darüber hinaus war beabsichtigt, ein 
immunhistochemisches Verfahren zu entwickeln, mit dem FITC-Albumin und 
biotinyliertes Ratten-IgG in dauerhaft stabile Diaminobenzidin-Addukte überführbar 
sind. Die so erhaltenen Immunperoxidasefärbungen und anschließende 
lichtmikroskopische Analysen sollten in Serienschnitten die Quantifizierung 
permeabilitätsgestörter Areale ermöglichen, was auch die Volumenbestimmung 
betroffener Hirnregionen erlaubte. 
Konträr zu klinischen Pilotstudien konnte in tierexperimentellen Schlaganfallstudien 
wiederholt auch ein Nutzen der HBO in Hinblick auf das funktionelle Outcome, die 
Infarktgröße und die Stabilisierung der BBB gezeigt werden. Ein weiteres zentrales 
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung, ob durch simultan zur 
systemischen Thrombolyse angewandte HBO negative Effekte von rtPA auf die 
Integrität der BBB abgeschwächt werden können. Dazu sollte über die quantitative 
intra- und extravaskuläre Messung der Intensität des Fluoreszenzsignals von FITC-
Albumin die Permeabilität der BBB im Infarktareal bestimmt und zwischen den 
verschiedenen Behandlungsgruppen (Kontrolle, NBO, HBO, rtPA und rtPA+HBO) 
verglichen werden.  




3 Material und Methoden 
 




3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 




Corneregel® Dr. Gerhard Mann, Berlin 
Cy2 (Indocarbocyanin 2)-anti-FITC IgG Dianova, Hamburg 
Cy3-Esel-anti-Maus IgG Dianova 
Cy3-Esel-anti-Kaninchen IgG Dianova 
Cy3-Streptavidin Dianova 
Cy5-Streptavidin Dianova 
Di-Natriumphosphat Carl Roth, Karlsruhe 
Eiweißglyzerin Hollborn & Söhne, Leipzig 
Entellan Merck, Darmstadt 
Esel-Normalserum, 5%ig Dianova 
Fluorescein-Isothiozyanat  
konjugiertes Albumin (FITC-Albumin) 
Sigma-Aldric 
Isofluran Baxter Deutschland, Unterschleißheim 
Meerrettich-Peroxidase 
     mit Biotinylamidocaproyl-N- 
     Hydroxysuccinimidester modifiziert 
     [Härtig et al.,1995] 




Natriumazid Carl Roth 
Natriumchlorid (0,9%ig) Sigma-Aldrich 
Natriumhydrogenphosphat Carl Roth 
Nickelammoniumsulfat-Hexahydrat Riedel-de-Haën, Seelze 




Novaminsulfon-Ratiopharm® Ratiopharm GmbH, Ulm 
Paraformaldehyd Merck 
Ratten-Immunglobulin G Dianova 
Rinderserumalbumin Serva, Heidelberg 
Saccharose Carl Roth 
Salzsäure Laborchemie Apolda 
Streptavidin Invitrogen, Karlsruhe 
Toluol Carl Roth 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth 
Triton X-100, 87%ig Ferak, Berlin 




Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 0,1M, pH 7,4 (phosphate-buffered saline, PBS): 
  Natriumdihydrogenphosphat 
+ Di-Natriumhydrogenphosphat  
+ Natriumchlorid (0,9%ig) 
 
Tris-gepufferte Kochsalzlösung 0,1 M, pH 7,4 (Tris-buffered saline, TBS): 
  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris; 100 mM) 
+ Natriumchlorid (0,85%ig) 
mit 12 N Salzsäure auf pH 7,4 eingestellt 
 
Tris-Puffer 0,05 M, pH 7,6: 
  mit 6 N Salzsäure auf pH 7,6 eingestellt 
 
Karbonat-Puffer, 0,1 M, pH 8,5: 
  frisch hergestellt aus 0,1 M Bikarbonat 









3.2 Studiendesign und Gewebegewinnung 
 
Das Studienprotokoll wurde von Dr. med. Dominik Michalski (Klinik und Poliklinik für 
Neurologie) in Anlehnung an die „European Communities Council Directive“ 
(86/609/EEC) erstellt und vom Regierungspräsidium Leipzig als Tierversuchs-
vorhaben (TVV) 02/09 genehmigt (Abbildung 1A).  
 
3.2.1 Operation und Induktion der zerebralen Ischämie 
 
Um anzunehmende hormonelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern 
auszuschließen, wurden für die vorliegende Studie ausschließlich männliche Wistar-
Ratten verwendet. Im ersten Teil wurden 55 Tiere mit einem Durchschnittsgewicht 
von 331 g und im zweiten Teil der Studie insgesamt 109 Tiere mit einem 
Durchschnittsgewicht von 316 g verwendet. Die Ratten wurden entweder vom 
Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Universität Leipzig oder von Charles River 
(Sulzfeld) bezogen. 
Der operative Teil war für beide Teilstudien identisch. Grundlage für die operative 
Induktion einer thrombembolischen fokalen zerebralen Ischämie war das tMCAO-
Modell nach Zhang et al. (1997) mit geringen Modifikationen (Michalski et al., 2009). 
Operateure waren Dr. med. Dominik Michalski und Christopher Weise. 
Einen Tag vor dem Eingriff wurde den Tieren zur Herstellung eines Blutgerinnsels 0,1 
- 0,2 ml Blut entnommen. Das Blut gerann in einem Polyethylen (PE)-50 Katheter bei 
37 °C für 2 Stunden und wurde bis zur Verwendung in einem Kühlschrank bei 4 °C 
gelagert. Unmittelbar vor der Operation wurde das Blutgerinnsel gewaschen 
(Abbildung 1B) und entsprechend dem Gewicht der Tiere auf eine definierte Länge 
geschnitten (250 - 300 g = 4 cm, 301 - 350 g = 4,5 cm und 5 cm für mehr als 350 g 
Körpergewicht). 
Der Eingriff erfolgte in Inhalationsnarkose mit 2,5 - 3% Isofluran (Baxter Deutschland, 
Unterschleißheim), 70% N2O und 30% O2. Unter Verwendung eines Wärmepads mit 
rektaler Temperatursonde (Fine Science Tools, Heidelberg) wurde während des 
gesamten Eingriffes die Körperkerntemperatur konstant um 37 °C gehalten. 
Die Operation begann mit einem Hautschnitt in der linken Leiste und der stumpfen 
Präparation der Arteria femoralis und der Vena femoralis. Beide Gefäße wurden mit 
einem PE-50 Katheter kanüliert. Der arterielle Zugang diente einerseits den 




Abbildung 1: (A) Schematische Darstellung des Versuchablaufs. tMCAO thrombembolischer 
Verschluss der A. cerebri media, NBO Normobare Sauerstofftherapie, HBO Hyperbare 
Sauerstofftherapie, rtPA rekombinanter Gewebsplasminogenaktivator. (B) Präparierung des 
Blutgerinnsels. (C) Übersicht über den Operationssitus. (D) Kleintier-HBO-Kammer.  
Abbildung (B) und (C) aus [Küppers-Tiedt et al., 2008], Abbildung (D) von Dr. med. D. Michalski. 
 
regelmäßigen Blutentnahmen zur Messung von pH, arteriellem Sauerstoffpartialdruck 
(PaO2) und Blutglukose während der Operation und nach der Therapie und zum 
anderen der kontinuierlichen Blutdruck- und Herzfrequenzüberwachung während der 
Operation. Über den venösen Zugang konnten später die Markersubstanzen und – 
falls erforderlich – rtPA injiziert werden. Abschließend wurde die Wunde mit 
fortlaufender Naht verschlossen. Im Anschluss wurden nach einem medialen 
Hautschnitt im Halsbereich die rechte Arteria carotis communis (ACC), die A. carotis 
interna (ACI) und die A. carotis externa (ACE) freigelegt sowie von anhaftenden 
nervalen und bindegewebigen Strukturen stumpf freipräpariert (Abbildung 1C). Über 
eine kleine Inzision in der rechten ACE wurde ein PE-50 Katheter mit spitz 
zulaufendem Ende (Außendurchmesser 0,4 mm) eingeführt und in die ACI bis kurz 
nach ihren Eintritt in den Schädel vorgeschoben. Anschließend wurde das 
vorbereitete Blutgerinnsel zusammen mit 40 µl Natriumchlorid-Lösung injiziert. Nach 




dem Zurückziehen des Katheters wurde der Gefäßstumpf der ACE ligiert und die 
Wunde am Hals mit einer fortlaufenden Naht verschlossen. 
 
3.2.2  Schein-Operation 
 
Um eine neurologische bzw. funktionelle Beeinträchtigung der Tiere durch den 
Vorgang der Operation selbst zu erfassen, wurden einige Tiere einer sogenannten 
Scheinoperation (Sham-Operation) unterzogen. Hierbei erfolgte eine Präparation der 
Halsgefäße analog zu Punkt 3.2.1, jedoch wurde weder ein Katheter eingeführt noch 
ein Blutgerinnsel eingeschwemmt.  
 
3.2.3 Injektion der Markersubstanzen und Präparation der Gehirne 
 
Vier bzw. 24 Stunden nach Induktion der zerebralen Ischämie wurde den 
Versuchstieren unmittelbar im Anschluss an eine neurologische Untersuchung jeweils 
1 ml Permeabilitätsmarkerlösung über den Femoralvenenkatheter appliziert, 
entweder: 1. Fluorescein-Isothiocyanat konjugiertes Albumin (FITC-Albumin; Sigma-
Aldrich; circa 70 kDa; 10 bis 20 mg/ml Natriumchlorid-Lösung), 2. biotinyliertes 
Ratten-Immunglobulin G (circa 150 kDa; 10 mg/ml PBS) oder 3. eine Mischung 
beider Substanzen (je 10 mg/ml).  
Eine Stunde nach der Injektion wurden die Ratten unter Verwendung von 
Kohlendioxid final narkotisiert. Es erfolgte die transkardiale Perfusion mit 
Natriumchlorid-Lösung und Fixativ (4%iges Paraformaldehyd). Die Gehirne wurden 
über 24 Stunden im gleichen Fixativ nachfixiert. Die anschließende Kryoprotektion 
der Gehirne erfolgte in einer 30%igen Saccharoselösung, die 0,1% Natriumazid 
enthielt.  
Für das Schneiden der Gehirne wurde ein Schlittenmikrotom (Leica SM2000R, Leica 
Microsystems, Nussloch) benutzt. Zunächst wurde mit einem Skalpell das Kleinhirn 
und circa 1,5 mm des Frontalhirns abgetrennt. Das verbliebene Gehirn wurde auf 
dem Schneidblock befestigt, auf -40 °C heruntergekühlt, und bei -20 °C wurden 10 
Serien 30 µm dicker, konsekutiver Koronarschnitte angefertigt. Diese wurden in 
Szintillationsgläschen, die Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS) mit Natriumazid 
(0,1%) enthielten, gesammelt und bei 4 °C aufbewahrt.  
 




3.2.4 Behandlung der Tiere entsprechend den unterschiedlichen Therapiemodi 
 
Die Behandlung begann 2 Stunden nach Induktion der Ischämie, d.h. nach der 
Injektion des Blutgerinnsels. Insgesamt verblieben die Tiere 1 Stunde in der HBO-




Die der Kontrollgruppe zugewiesenen Tiere atmeten Raumluft (79% Stickstoff, 21% 
Sauerstoff) unter normobaren Bedingungen (1 ata). 
 
3.2.4.2 Systemische Thrombolyse mit rtPA 
 
Für die systemische Thrombolyse wurde über einen Femoralvenenkatheter rtPA 
(Actilyse®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim) in einer Dosierung von 9 mg/kg 
Körpergewicht über 30 Minuten appliziert. Die Tiere atmeten während des 
Aufenthaltes in der Kammer ebenfalls Raumluft (79% Stickstoff, 21% Sauerstoff) 
unter normobaren Bedingungen (1 ata). 
 
3.2.4.3 Normobare Sauerstofftherapie  
 
Die Gruppe der mit NBO behandelten Versuchstiere atmete über 60 Minuten 100% 
Sauerstoff unter einem normalen Umgebungsdruck (1 ata) in der HBO-Kammer. 
 
3.2.4.4 Hyperbare Sauerstofftherapie  
 
Die Gruppe der mit HBO behandelten Tiere atmete über 60 Minuten - zuzüglich der 
Zeit für die Kompression und Dekompression (jeweils circa 5 Minuten) - 100% 
Sauerstoff unter einem Umgebungsdruck von 2,4 ata in der HBO-Kammer. 
 
  




3.2.4.5 Systemische Thrombolyse und simultane HBO 
 
Die Hyperbare Sauerstofftherapie wurde entsprechend Punkt 3.2.5.4 durchgeführt. 
Unmittelbar nach dem Verbringen der Tiere in die HBO-Kammer wurde zudem mit 
der systemischen Thrombolyse (analog 3.2.4.2 ) begonnen.  
 
3.3 Immunhistochemische Methoden 
 
3.3.1 Präparation von biotinyliertem Ratten-Immunglobulin G 
 
Die Präparation von biotinyliertem Ratten-Immunglobulin G (Ratten-IgG) erfolgte 
durch Umsetzung von 30 mg Ratten-IgG (Dianova) mit 3 mg Biotinylamidocaproyl-N-
Hydroxysuccinimidester (gelöst in 150 µl Dimethylformamid) in 3 ml einer Karbonat-
gepufferten Reaktionslösung bei einem pH von 8,5. Anschließend wurde gründlich, 
d.h. dreimal für mindestens 4 Stunden unter Rühren, gegen je 0,5 l PBS dialysiert. 
Gereinigte 0,5 ml Aliquote (10 mg/ml) wurden dann bis zu ihrer in vivo Anwendung 
bei -20 °C eingefroren. 
 
3.3.2  Immundetektion von in vivo appliziertem FITC-Albumin und biotinyliertem 




Eine erste Serie von Hirnschnitten wurde 3 mal 10 Minuten mit TBS und 
anschließend kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und dann auf 
fluoreszenzfreie, mit Eiweißglyzerin beschichtete Objektträger aufgezogen. Nach der 
Lufttrocknung wurden die Objektträger mit Entellan in Toluol (Merck, Darmstadt) 
eingedeckt. 
In weiteren Serien erfolgte die Fluoreszenzverstärkung von FITC-Albumin: Das 
Hirngewebe wurde zunächst 3 mal 10 Minuten mit TBS gewaschen, um nachfolgend 
mit TBS, versetzt mit 2% Rinderserumalbumin und 0,3% Triton X-100 (TBS-BSA-T), 
30 Minuten lang geblockt zu werden. Anschließend wurden die Schnitte für 1 Stunde 
mit Carbocyanin(Cy)2-anti-FITC-IgG (20 µg/ml in TBS-BSA-T) inkubiert. Dann 
wurden sie in der oben beschriebenen Weise gründlich mit TBS und kurz mit 




destilliertem Wasser gewaschen, auf Objektträger aufgezogen, luftgetrocknet und mit 
Entellan eingedeckt.  
 
3.3.2.2 Kombinierte Visualisierung von FITC-Albumin und biotinyliertem Ratten-IgG 
 
Hirnschnitte von Versuchstieren, denen FITC-Albumin und biotinyliertes Ratten-IgG 
simultan in vivo injiziert worden war, wurden für Analysen am Fluoreszenzmikroskop 
wie folgt aufgearbeitet: Nach dem Waschen für 3 mal 10 Minuten mit TBS erfolgte die 
Blockung mit TBS-BSA-T über 30 Minuten und nachfolgend für 1 Stunde die 
Inkubation mit einem Cocktail aus Cy3-Streptavidin (10 µg/ml in TBS-BSA-T) und 
Cy2-anti-FITC-IgG (20 µg/ml). Anschließend wurden die Hirnschnitte 3 mal 10 
Minuten mit TBS und kurz mit destilliertem Wasser gewaschen, aufgezogen und 
nach Lufttrocknung mit Entellan eingedeckt.  
 
3.3.3 Immunperoxidasefärbung von FITC-Albumin und biotinyliertem Ratten-IgG  
 
An konsekutiven Hirnschnittserien von Versuchstieren, die in vivo simultan FITC-
Albumin und biotinyliertes Ratten-IgG erhalten hatten, wurde die Immunreaktivität für 
FITC-Albumin bzw. für biotinyliertes Ratten-IgG mit Hilfe der ABC [(Strept-)Avidin-
Biotin-Complex]-Technik nachgewiesen.  
Zunächst wurden die Gewebeschnitte mit TBS für 3 mal 10 Minuten gewaschen und 
dann deren endogene Peroxidase-Aktivität mit 0,6%igem Wasserstoffperoxid in TBS 
über 30 Minuten inhibiert. Nach erneutem Waschen mit TBS für 3 mal 10 Minuten 
erfolgte das Blocken unspezifischer Antikörperbindungsstellen mit TBS-BSA-T für 1 
Stunde und nachfolgend wieder das dreimalige Waschen mit TBS für jeweils 10 
Minuten.  
Bei der Immunperoxidasefärbung von biotinyliertem Ratten-IgG wurden die 
Hirnschnitte der ersten Serie, in Anlehnung an Härtig et al. (1995) mit einem 
präformierten ABC-Komplex, bestehend aus 12,5 µg/ml Streptavidin und 5 µg/ml 
biotinylierter Meerrettich-Peroxidase in TBS-BSA, inkubiert. Nach zweimaligem 
zehnminütigen Waschen mit TBS, wurden die Hirnschnitte einmalig in Substratpuffer 
(0,05 M Tris-Puffer, pH 8,0) für 10 Minuten äquilibriert. Es folgte die fünfminütige 
Vorinkubation mit DAB-Nickel-Lösung (2 mg 3,3‘-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
und 40 mg Nickelammoniumsulfat-Hexahydrat in 10 ml 0,05 M Tris-Puffer, pH 8,0) 




und danach unter Sichtkontrolle die Visualisierungsreaktion mit 0,5 µl 30%igem 
Wasserstoffperoxid / ml DAB-Nickel-Lösung, wobei ein schwarz-blaues Präzipitat 
entstand [Härtig et al., 1995].  
Anschließend wurden die Hirnschnitte 3 mal 10 Minuten mit TBS gewaschen, dann 
kurz mit destilliertem Wasser gespült, auf mit Eiweißglyzerin beschichteten 
Objektträgern aufgezogen und mit Entellan (in Toluol) eingedeckt.  
Für die immunhistochemische Konvertierung von FITC-Albumin in ein Nickel-
verstärktes DAB-Addukt wurde eine Serie konsekutiver Hirnschnitte nach dem 
Waschen mit TBS, der Inhibierung der endogenen Peroxidase-Aktivität und dem 
Blocken mit TBS-BSA-T mit einem Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem anti-FITC-
IgG (1:2000 in TBS-BSA-T) 16 Stunden lang inkubiert, worauf die oben beschriebene 
Immunperoxidasefärbung mit Nickel-verstärktem DAB als Chromogen folgte.  
Bei kleinen Infarktgrößen wurden 2 zusätzliche Serien analog zu dem oben 
beschriebenen Vorgehen behandelt, womit FITC-Albumin und biotinyliertes Ratten-
IgG nun in jedem 5. Hirnschnitt visualisiert waren.  
 
3.3.4 Mehrfach-Fluoreszenzmarkierung von biotinyliertem Ratten-IgG, FITC-
Albumin und verschiedenen neuronalen, glialen und vaskulären Markern 
 
Zunächst wurden die Hirnschnitte für 3 mal 10 Minuten mit TBS gewaschen, bevor  
für 1 Stunde unspezifische Antikörper- und Lektinbindungsstellen des Gewebes mit 
5%igem Esel-Normalserum in 0,3% Triton X-100-TBS (TBS-NDS-T) geblockt 
wurden. Die Hirnschnitte wurden dann mit einem der Primärantikörper (Tabelle 2) 
oder einem der biotinylierten Lektine (Tabelle 3), jeweils verdünnt mit TBS-NDS-T, 
über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Um unerwünschte Kreuzreaktionen zu 
vermeiden, erfolgte die Verwendung der biotinylierten Lektine nur an Hirnschnitten 
von Tieren, denen zuvor in vivo kein biotinyliertes Ratten-IgG injiziert worden war. 
Nach erneutem Waschen über 3 mal 10 Minuten mit TBS wurde für 1 Stunde ein 
Cocktail aus fluorochromierten Sekundärantikörpern bzw. fluorochromiertem 
Streptavidin hinzugegeben (Tabelle 4). Als Sekundärantikörper dienten gegen die 
jeweilige Spezies der Primärantikörper gerichtete Immunglobuline (zum Beispiel Cy3-
Esel-anti-Kaninchen-IgG), die alle in einer Konzentration von 20 µg/ml TBS-BSA-T 
für 1 Stunde eingesetzt wurden. Die Darstellung der biotinylierten Lektine erfolgte 
simultan mit Hilfe von Cy3-Streptavidin. Schließlich wurden die Hirnschnitte 3 mal 10  




Marker Spezies Fluorochrom 
/ Verdünnung 
Bezugsquelle Markierte Zellen Referenz 
CD11b 
 
Maus Cy3 / 1:40 Millipore, Billerica, MD, USA Aktivierte Mikroglia,  
Neutrophile 
Matsumoto et al., 2007, Zhan 
et al., 2008, Rana et al., 
2010 
CD68 Maus  
Klon ED1 
Cy3 / 1:40 
Cy5 / 1:30 




Dijkstra et al., 1985, Tanaka 
und Maeda 1996 
HuC/D Maus 
Klon 16A11 
Cy3 / 1:100 
Cy5 / 1:50 
Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 
Neurone Szabo et al., 1991 
Iba-1 
(Ionisiertes Kalzium-bindendes  
Adaptermolekül-1) 
Kaninchen Cy3 / 1:400 
Cy5 / 1:200 
Wako, Neuss, Deutschland Aktivierte Mikroglia Ito et al., 1998, Matsumoto et 
al., 2007 
Laminin Kaninchen Cy3 / 1:400 





Veltkamp et al., 2006, Carare 





Cy3 / 1:50 
Cy5 / 1:100 





Cy3 / 1:40 
Cy5 / 1:20 




Duijvestijn et al., 1992 
S100β Kaninchen Cy3 / 1:800 
Cy5 / 1:400 
Swant, Marly, Schweiz Astrozyten Van Eldik und Griffin 1994 
SMI-71 
(Endotheliales-Barriere Antigen, EBA)  




Sternberger et al., 1987, 
Suofu et al., 2010 
Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper 









Mikroglia Streit 1990 
Lycopersicon esculentum 
Agglutinin (LEA, Tomatenlektin) 




Acarin et al., 1994 
Solanum tuberosum 
Lektin (STL, Kartoffellektin) 





Härtig et al., 2009 
Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten biotinylierten Lektine 
 
Bezeichnung Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe 
Cy2 (Carbocyanin) 492 nm 510 nm Grün 
Cy3  550 nm 570 nm Rot 
Cy5  650 nm 670 nm Infrarot 
FITC  492 nm 520 nm Grün 
Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und deren Absorptions- und 
Emissionsmaxima (in Anlehnung an: www.jacksonimmuno.com/technical/f-cy3-5.asp vom 02.01.2013) 
 
Minuten mit TBS und kurz mit destilliertem Wasser gewaschen, um anschließend mit 
Eiweißglyzerin auf fluoreszenzfreie Objektträger aufgezogen zu werden. Nach dem 
Trocknen an der Luft folgte das Eindecken mit Entellan (in Toluol). 
 
3.3.5 Simultane Detektion von FITC-Albumin und SMI-71  
 
In Screeningexperimenten wurde zunächst eine erste Serie von Hirnschnitten 3 mal 
10 Minuten mit TBS und anschließend kurz mit destilliertem Wasser gewaschen, 
aufgezogen und mit Entellan (in Toluol) eingedeckt. Die nachfolgende Analyse der 
Schnitte erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss). Das Auftreten 
von Permeabilitätsstörungen der BBB war hierbei an einer deutlichen 
Grünfluoreszenz des Neuropils erkennbar. Diese Grünfluoreszenz wurde durch das 
in das Interstitium ausgetretene FITC-Albumin sowie durch FITC-Albumin, das von 
Zellen aufgenommen bzw. an deren Oberflächen gebunden war, hervorgerufen.  
Für die eigentliche Immunmarkierung wurden dann Serien der jeweils 
vorhergehenden koronaren Hirnschnitte benutzt. Diese Schnitte wurden zunächst 3 
mal 10 Minuten mit TBS gewaschen, um nachfolgend mit TBS-BSA-T 1 Stunde lang 
geblockt zu werden. Anschließend folgte über Nacht bei Raumtemperatur die 
Inkubation mit SMI-71 IgM (1:400 in TBS-BSA-T). Nach erneutem dreimaligen 




Waschen mit TBS für jeweils 10 Minuten wurde dann für 1 Stunde ein Cocktail 
bestehend aus Cy2-anti-FITC-IgG und Cy3-Esel-anti-Maus-IgM (20 µg/ml in TBS-
BSA-T), gegen die µ-Kette gerichteter Zweitantikörper, hinzugegeben.  
Die Hirnschnitte wurden dann in üblicher Weise gewaschen, aufgezogen und 
eingedeckt. 
 
3.3.6  Kontrollfärbungen 
 
Zur Kontrolle unspezifischer Reaktionen vor allem der Sekundärantikörper und der 
Streptavidinkonjugate mit dem Gewebe und daraus resultierender unerwünschter 
Hintergrundfärbungen wurden Primärantikörper oder biotinylierte Lektine 
weggelassen und alle weiteren Schritte in oben beschriebener Weise durchgeführt. 
Dies resultierte im Ausbleiben fluoreszenzmarkierter Gewebestrukturen. In weiteren 
Kontrollen von Mehrfachmarkierungen wurden die den jeweiligen Markern 
zugeordneten Fluorochrome Cy3 und Cy5 getauscht. 
 
3.4  Mikroskopische Darstellung 
 
3.4.1 Histochemische Charakterisierung von Komponenten der NVU und qualitative
 Analyse der BBB-Störung  
 
Die initialen licht- und fluoreszenzmikroskopischen Auswertungen wurden an einem 
Axioplan Mikroskop (Zeiss) durchgeführt. Eine weitergehende Analyse und die 
Bilddokumentation erfolgten an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM 
510 Meta, Zeiss). Das CLSM verfügte über einen Argon-Laser für die Exzitation von 
FITC und von Cy2 (488 nm) und über 2 Helium-Neon-Laser für die Exzitation von 
Cy3 (543 nm) bzw. von Cy5 (633 nm). Für die Detektion der emittierten Spektren 
wurden folgende Band-Pass-Filter (BP) verwendet: BP 500 - 530 nm (Cy2, FITC: 
Grün), BP 565 - 615 nm (Cy3: Rot) und BP 654 - 718 (Cy5: Infrarot, durch CLSM 
farbkodiert in Blau). Die Originalbilder wurden mit dem Zeiss LSM Image Browser 
Version 4.2.0.121 und mit Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc., Mountain 
View, CA, USA) nachbearbeitet. Hierbei wurden in einigen Fällen Helligkeit, Schärfe 
und Kontrast angepasst. 
  




3.4.2 Quantitative Bestimmung der BBB-Permeabilitätsstörung  
 
Die Untersuchung der Verteilung und die Quantifizierung von aus den zerebralen 
Gefäßen ausgetretenem FITC-Albumin erfolgten durch einen in Bezug auf die 
Behandlung der Versuchstiere verblindeten Untersucher. Zur Analyse wurde ein 
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Zeiss) mit einem „structured-light confocal 
system“ (OptiGrid, Qioptiq, Fairport, NY, USA), einer digitalen Kamera (ORCA-ER, 
Hamamatsu, Hamamatsu City, Japan) und dem Bildbearbeitungsprogramm Volocity 
4.3 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) verwendet.  
Zunächst wurden in den Hirnschnitten bei einer niedrigen (5 oder 10fachen) 
Vergrößerung Areale mit einer starken extravaskulären Grünfluoreszenz ermittelt. 
Innerhalb dieser Gebiete wurden insgesamt 3 geeignete Gefäße bei einer 10 bis 
20fachen Vergrößerung ausgewählt. Kriterium war hierbei eine deutliche sowohl 
extra- als auch intravasale Grünfluoreszenz des Gefäßes. Die Messung der Intensität 
des Fluoreszenzsignals erfolgte dann bei einer 40fachen Vergrößerung mit einem 
Wasserimmersionsobjektiv, dessen numerische Apertur 1.4 betrug (siehe Abbildung 
2). Falls erforderlich wurde der Autofokus nachjustiert. Von dieser fokussierten Ebene 
ausgehend wurden 9 Schichten aufgenommen, die sich bei konstanten Raumkoordi- 
naten für Länge (x-Wert) und Breite (y-Wert) jeweils in der Tiefe (z-Wert) 
unterschieden. Hierbei lag der z-Wert zwischen -2 bis +2 µm und wurde in 0,5 µm-
Schritten verändert, wobei z = 0 dem initial fokussierten Bild entsprach. Anhand 
dieser Aufnahmen wurde mit Hilfe einer zylinderförmigen ROI (region of interest), 
deren Durchmesser 2 µm betrug, die mittlere Intensität der Fluoreszenz (in Counts) 
bestimmt. Pro Gefäß wurde an 6 Punkten gemessen. Diese Messpunkte lagen 
jeweils dreimal intravaskulär und dreimal extravaskulär in einem Abstand von 2 µm 
zur Gefäßwand. Von den so erhaltenen mittleren Intensitätswerten wurde 
anschließend die durch die Hintergrundfärbung hervorgerufene Intensität abgezogen. 
Dazu wurden zunächst die Koordinaten des untersuchten Gefäßes auf die 
kontralaterale Hemisphäre gespiegelt.  
Gefäße wurden dann durch die Rotfluoreszenz des Cy3-markierten SMI-71, eines 
zerebralen Gefäßmarkers, identifiziert. Anschließend wurde in 2 µm-Abstand von 
diesen Gefäßen, in oben genannter Weise, an 3 extravaskulären Punkten die mittlere 
Intensität der durch Cy2-anti-FITC markierten Hintergrundfärbung bestimmt.  
 





Abbildung 2: Messung von extra- und intravaskulärem FITC-Albumin als Marker einer erhöhten 
Permeabilität der BBB. (A) Repräsentative Übersicht über ein striatales Areal mit einer gestörten 
BBB-Permeabilität und einem vermehrten Austritt von Cy2-verstärktem FITC-Albumin, 5fache 
Vergrößerung. (B) Darstellung des in (A) markierten Abschnitts bei 10facher Vergrößerung, wobei im 
gesamten Neuropil verteiltes, Cy2-verstärktes FITC-Albumin deutlich wird. (C) 63fache Vergrößerung 
des markierten Abschnitts in (B). Erkennbar ist der Austritt von Cy2-verstärktem FITC-Albumin aus 
dem Gefäß. Die Kreise entsprechen dabei der ROI (Region of Interest, siehe Text). (D) Darstellung der 
Messung der Intensität der Hintergrundgrundfärbung auf der zu (C) gespiegelten kontralateralen 
Seite. Roter Kanal (SMI-71, Cy3-markiert) und grüner Kanal (Cy2-verstärktes FITC-Albumin) sind 
übereinander gelegt. Das Fehlen einer stärkeren grünen Färbung weist auf eine intakte BBB und auf 
eine sehr geringe Hintergrundfärbung hin. Die Aufnahmen erfolgten an einem CLSM Meta 510. 
Skalierungsbalken: A = 500 µm, B = 100 µm, C und D = 25 µm [Michalski et al., 2011b]. 
 
Zur weiteren Verarbeitung der erhaltenen Daten wurde für jedes Gefäß aus den 3 
Einzelmesswerten ein Mittelwert gebildet, von dem dann der Mittelwert der 
Hintergrundintensität subtrahiert wurde. Als Surrogatparameter für die Integrität der 
BBB wurde das Verhältnis der mittleren Intensität von extra- zu intravaskulärem 
FITC-Albumin bestimmt. 
Sämtliche Messungen wurden mit den folgenden Einstellungen durchgeführt: 
Belichtungszeit 80 ms, gain 0, offset 0, super grid quality, grid gain 3x, Exzitation Cy2 
480 nm, Emission 527 nm, Exzitation Cy3 545 nm, Emission 610 nm.  
Abbildungen wurden wie unter 3.4.1 beschrieben an einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (CLSM 510 Meta) generiert. 
 




3.5  Quantitative Bestimmung der Gewebe mit gestörter BBB-
Permeabilität 
 
Die Konvertierung von ausgetretenem FITC-Albumin und biotinyliertem Ratten-IgG in 
Nickel-verstärkte DAB-Präzipitate (siehe 3.3.3) ermöglichte neben der qualitativen 
Analyse auch eine Quantifizierung von Flächen und Volumina mit gestörter BBB-
Permeabilität. Hierzu wurden die Objektträger auf Millimeterpapier (als Maßstab) mit 
einer Auflösung von 2000 dpi eingescannt (ScanMaker 9800 XL, Microtek, Willich, 
Deutschland). Die so erhaltenen Aufnahmen wurden in Bezug auf Schärfe, Kontrast 
und Helligkeit mit CorelDRAW Graphics Suite X5 Home & Student (Corel 
Deutschland, Unterschleißheim, Deutschland) und mit ImageJ (National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA) nachbearbeitet. Anhand eines Schwellenwertes erfolgte 
die Umwandlung der Aufnahme in ein monochromes Bild. Zur Ermittlung der Fläche 
wurde anschließend die Anzahl der Pixel im Areal mit gestörter BBB ins Verhältnis 
zur Pixelanzahl einer Referenzfläche (Millimeterpapier) gesetzt. Um einen 
Volumenwert zu erhalten, wurde die so ermittelte Fläche dann mit dem Abstand zum 
nächsten Hirnschnitt multipliziert. Diese Schritte wurden für jeden einzelnen 








4.1 Charakterisierung des thrombembolischen Schlaganfallmodells 
 
Insgesamt wurde bei 160 Tieren, davon bei 55 Tieren im ersten Teil und bei 105 
Tieren im zweiten Teil der Studie, operativ ein Hirninfarkt im Versorgungsgebiet der 
rechten A. cerebri media mittels tMCAO induziert (Abbildung 3). 4 Tiere wurden einer 
Schein-Operation unterzogen. Von den 160 operierten tMCAO-Tieren verstarben 31 
Tiere (19,4%) perioperativ bzw. vor Erreichen des Beobachtungszeitpunktes. Auf den 
ersten Teil der Studie entfielen insgesamt 37 erfolgreich tMCAO-operierte Tiere und 
auf den zweiten Teil der Studie 92 erfolgreich tMCAO-operierte Tiere sowie 4 schein-
operierte Tiere.  
Anders als im ersten Teil der Studie erfolgte im zweiten Teil jedoch unmittelbar 
postoperativ und vor dem definitiven Studieneinschluss auch eine funktionelle 
neurologische Prüfung der Tiere zum Nachweis einer erfolgreich induzierten fokalen 
zerebralen Ischämie. Dabei zeigten insgesamt 4 (4,3%) der 92 operierten Tiere nach 
dem Erwachen aus der Narkose kein oder ein zu geringes neurologisches Defizit im 
Menzies-Score (≤ 1 Punkt) und wurden daher vom weiteren Studienverlauf 
ausgeschlossen. Insgesamt wurden in der Studie somit 88 tMCAO-operierte Tiere 
eingeschlossen und konsekutiv den einzelnen Behandlungsarmen zugewiesen.  
Von den 17 tMCAO-operierten Tieren, die der Kontrollgruppe zugewiesen worden 
waren, verstarb 1 Tier vor dem Erreichen des Beobachtungszeitpunktes. Bei den 
verbliebenen 16 Tieren wurde die topographische Lokalisation des Austritts von 
FITC-Albumin, d.h. des permeabilitätsgestörten Areals, untersucht. Dabei wurde 
zwischen der Lage im Neokortex und im Subkortex (Striatum, Thalamus, 
Hypothalamus sowie Hippokampus) unterschieden. Entsprechend des verwendeten 
thrombembolischen Modells umfassten die Permeabilitätsstörungen oftmals auch 
mehrere Abschnitte; Mehrfachnennungen waren daher möglich. 
 Neokortex Subkortex 
Striatum Thalamus Hypothalamus Hippokampus 
Lokalisation der 
BBB-Störung 
2 (8,7%) 11 (47,8%) 1 (4,3%) 9 (39,1%) 0 (0%) 
Tabelle 5: Lokalisation der permeabilitätsgestörten Areale der Kontrolltiere (n=16). 







Abbildung 3: Übersicht über die Versuchstiere und deren Aufteilung auf die einzelnen Studien- und Behandlungsarme. tMCAO: thromboembolic middle cerebral 





4.2 Qualitative Bestimmung der Permeabilitätsstörung der BBB  
 
4.2.1 Nachweis von FITC-Albumin 
 
Sowohl in den schein-operierten Tieren als auch in der kontralateralen Hemisphäre 
der tMCAO-Tiere fanden sich keine erhöhten extravasalen Anreicherungen von 
FITC-Albumin. 
In der ipsilateralen Hemisphäre hingegen zeigten die tMCAO-Tiere unterschiedlich 
große Areale mit einer erhöhten FITC-Albumin-Intensität (Abbildung 4A). Diese 
Fläche einer erhöhten Grünfluoreszenz war in Bezug auf ihre Größe interindividuell 
sehr variabel und grenzte sich gegen die lediglich geringe Hintergrundfluoreszenz 
benachbarter Regionen scharf ab.  
Bemerkenswert erscheint, dass in den durch die kräftige Grünfluoreszenz markierten 
Arealen verschiedene Distributionsmuster von FITC-Albumin gefunden wurden 
(Abbildung 5). Neben der Verteilung paravasal und im Neuropil gab es Abschnitte, in 
denen FITC-Albumin überwiegend intrazellulär bzw. an die Zellmembran gebunden 
lokalisiert werden konnte. Letzteres Muster fand sich im Vergleich häufiger im 
Striatum als in anderen Hirnregionen wie dem Hypothalamus, dem Thalamus oder 
dem Neokortex. 
 
4.2.2 Nachweis von biotinyliertem Ratten-IgG 
 
Als zweiter Marker zur Analyse der erhöhten Durchlässigkeit der BBB diente 
biotinyliertes Ratten-IgG. Dessen Visualisierung erfolgte entweder mit Cy3-
Streptavidin (Rotfluoreszenz) oder Cy5-Streptavidin (infrarote Fluoreszenz, die am 
CLSM in Blau farbkodiert worden war). Zumindest qualitativ war kein 
Größenunterschied zwischen den durch ausgetretenes FITC-Albumin und 
ausgetretenes biotinyliertes Ratten-IgG markierten Flächen erkennbar (Abbildung 6A 
und 6A*). Ebenso erschien auch das Verteilungsmuster von biotinyliertem Ratten-IgG 
und FITC-Albumin deckungsgleich (Abbildung 7): Beide Marker konnten sowohl 
paravasal als auch in denselben Zellen intrazellulär bzw. an deren Oberfläche 
gebunden, kolokalisiert werden. Es fiel jedoch auf, dass in der Regel die 
Grünfluoreszenz von verstärktem FITC-Albumin kräftiger als die Rotfluoreszenz von 






Cy3-konjugierten Sekundärantikörper. Gut erkennbar ist der Neuronenverlust (Grenze der betroffenen 
Region mit Sternchen markiert). Maßstab: 100 µm [Michalski et al., 2010]. 
 
 
Abbildung 5: Unterschiedliche Muster der extravasalen Verteilung von FITC-Albumin: (A) Lokalisation 
im Neuropil, (B) überwiegend paravasale Verteilung, sowie (C) dominierende Aufnahme von FITC-
Albumin in Zellen bzw. Bindung an Zelloberflächen. Verstärkung der Grünfluoreszenz von FITC-
Albumin jeweils durch Cy2-anti-FITC-IgG. Maßstab: jeweils 50 µm [Michalski et al., 2010]. 
Abbildung 4: Nachweis der erhöhten BBB-
Permeabilität und des Neuronenverlustes im 
Striatum. (A) Austritt von FITC-Albumin (nach 
Verstärkung durch Cy2-anti-FITC-IgG) als 
Nachweis der BBB-Schädigung. Das Fehlen 
einer über die Hintergrundfärbung 
hinausgehenden Grünfluoreszenz sowohl 
ipsilateral im unmittelbar angrenzenden Gewebe 
als auch in der kontralateralen Hemisphäre 
(rechts im Bild) weist auf eine intakte BBB hin. 
(A*) Markierung von Neuronen mit Maus-anti-








Abbildung 6: Mehrfachfärbung von (A) FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG), (A*) 
biotinyliertem Ratten-IgG (nach Visualisierung mit Cy5-Streptavidin, Infrarotfluoreszenz, durch CLSM 
farbkodiert in Blau) und (A**) Mikroglia, die durch Antikörper gegen das ionisierte Kalzium-bindende 
Adaptermolekül-1 (Iba-1) und Cy3-Sekundärantiköper markiert wurden. Die Fläche von 
ausgetretenem FITC-Albumin (A) entspricht dabei nahezu der Fläche von ausgetretenem 
biotinyliertem Ratten-IgG (A*). Im Overlay (A***) ist zudem gut zu erkennen, dass sich Mikroglia (A**) 
hauptsächlich am Rande sowie direkt im Zentrum des permeabilitätsgestörten Areals findet. Maßstab: 






Abbildung 7: Doppelmarkierung von FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG, 
Grünfluoreszenz) und biotinyliertem Ratten-IgG (visualisiert mit Cy3-Strepavidin, Rotfluoreszenz). 
Sowohl FITC-Albumin als auch biotinyliertes Ratten-IgG finden sich in den Somata derselben Zellen 
bzw. werden an deren Oberfläche gebunden. Maßstab 25 µm [Michalski et al., 2010]. 
 
4.3 Volumetrische Quantifizierung von FITC-Albumin und Ratten-IgG 
im permeabilitätsgestörten Areal 
 
Nach Konvertierung von FITC-Albumin bzw. biotinyliertem Ratten-IgG in ein stabiles 
Nickel-verstärktes DAB-Präparat (Abbildung 8) konnten die Hirnschnitte 
lichtmikroskopisch ausgewertet werden. 
 
 
Abbildung 8: Immunperoxidasefärbung von FITC-Albumin (A) und von biotinyliertem Ratten-IgG (B). 
Die immunhistochemisch konvertierten Präparate erlaubten eine einfache lichtmikroskopische und 





Die anschließende Digitalisierung der Schnitte mit Hilfe eines Scanners ermöglichte 
eine einfache und zuverlässige quantitative Analyse der Flächen 
permeabilitätsgestörter Areale und des Volumens des geschädigten Gewebes. 
Beispielhaft wird dies anhand der Auswertung konsekutiver Hirnschnitte in Tabelle 6B 
und in Abbildung 9B und C für den Austritt von FITC-Albumin bzw. in Abbildung 9A 
und in Tabelle 6A für den Austritt von biotinyliertem Ratten-IgG demonstriert.  
Wie schon nach der qualitativen lichtmikroskopischen Analyse vermutet, fanden sich 
25 Stunden nach Induktion der Ischämie auch volumetrisch keine Unterschiede 
zwischen ausgetretenem FITC-Albumin und biotinylierten Ratten-IgG (Wilcoxon, P = 




Objektträger 1 2 3 4 5 6 














































 - - - - - 
Summe der Einzelflächen (in Schnitten) 201 mm² 
Volumen des permeabilitätsgestörten Areals 60,3 mm³ 
B 
 Hirnschnitt 
Objektträger 1 2 3 4 5 6 


















































 - - - - - 
Summe der Einzelflächen  (in Schnitten) 219,4 mm
2
 
Volumen des permeabilitätsgestörten Areals  65,8 mm³ 
Tabelle 6: Fläche und Volumen der BBB-Permeabilitätsstörung ermittelt mit den Markern biotinyliertes 
Ratten-IgG (A) und FITC-Albumin (B) an konsekutiven Hirnschnitten des in Abbildung 9 gezeigten 
Tieres. Fettgedruckte Werte (B) beziehen sich auf die abgebildeten Gewebsschnitte in Abbildung 9B 
und C.  
Ein Objektträger ist hierbei von 6 Hirnschnitten belegt. Der Abstand zwischen den einzelnen Schnitten 
beträgt 300 µm und zwischen den fett-gedruckten Schnitten B 1,2 mm. Das Volumen ergibt sich aus 







Abbildung 9: Serie konsekutiver koronarer Hirnschnitte und Visualisierung des permeabilitätsgestörten Areals der BBB für biotinyliertes Ratten-IgG (A) und für 
FITC-Albumin (B) nach Immunperoxidasefärbung. (C) zeigt anhand der Hirnschnitte aus B exemplarisch die Berechnung der Fläche (rot) des ausgetretenen 
FITC-Albumins als Indikator für eine gestörte Permeabilität der BBB. Hierzu wurden die Anzahl der Pixel ermittelt und mit einer Referenzfläche ins Verhältnis 
gesetzt. Der Abstand zwischen den abgebildeten Hirnschnitten in A und B betrug dabei jeweils 1,2 mm. A und B entsprechen konsekutiven Serien von Schnitten 





Diese Auswerteroutine erlaubte es zudem, auch Flächen und Volumina kleinerer 
permeabilitätsgestörter Areale sicher zu bestimmen (Tabelle 7).  
 
Tabelle 7: Vergleich der Volumina von 
ausgetretenem FITC-Albumin und 
ausgetretenem biotinylierten Ratten-IgG 25 
Stunden nach Induktion der 
thrombembolischen Ischämie. Es findet sich 
kein signifikanter Unterschied zwischen den 
beiden Volumina (Wilcoxon, p = 0,13). 
 
 
4.4  Immunhistochemische Charakterisierung der NVU nach
 thrombembolischer fokaler zerebraler Ischämie 
 




Die routinemäßige immunhistochemische Darstellung von Laminin, einem wichtigen 
Bestandteil der Basalmembran, gelang spezifisch und ohne relevante Artefakte oder 
Hintergrundfärbung (Abbildung 10). Verglichen mit anderen Gefäßmarkern 
erschienen durch Laminin kenntlich gemachte Gefäße zum einen sehr homogen 
angefärbt und zum anderen imponierten sie kaliberstärker, ohne dass dies jedoch 
quantifiziert wurde. Qualitativ war innerhalb des permeabilitätsgestörten Areals im 
Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre sowohl eine Rarefizierung der Gefäße als 




Durch die Markierung von Rattenendothelzell-Antigen-1 (RECA) ließen sich im 
gesamten Hirnschnitt und insbesondere auch im Gebiet mit erhöhter FITC-Albumin-
Immunreaktivität endotheliale Strukturen spezifisch und mit nur geringer 
Hintergrundfärbung darstellen. Zudem fanden sich innerhalb und außerhalb des 






1 65,83 mm³ 60,38 mm³ 
2 1,26 mm³ 1,04 mm³ 
3 3,73 mm³ 3,55 mm³ 
4 0,41 mm³ 0,47 mm³ 





FITC-Albumin aufwiesen, wobei letzteres sich auch in den inter-endothelialen 
Räumen unter Aussparung der Somata der Endothelzellen fand, während RECA die 
Gefäße kontinuierlich markierte (Abbildung 11A). 
 
4.4.1.3 Endotheliales-Barriere Antigen  
 
Die Markierung des Endothelialen-Barriere Antigens (EBA oder SMI-71) erlaubte 
außerhalb des Areals mit erhöhter FITC-Albumin-Immunreaktivität, sowie mit 
Ausnahme einiger zirkumventrikulärer Organe wie der Area postrema oder des 
Plexus choroideus, die sichere und selektive Darstellung von zerebralen Gefäßen. 
Innerhalb des permeabilitätsgestörten Areals hingegen fanden sich qualitativ im 
Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre sowohl eine Abnahme von Gefäßstrukturen 




Abbildung 10: Färbung von FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG, Grünfluoreszenz), 
biotinyliertem Ratten-IgG (detektiert mit Cy5-Streptavidin, Infrarotfluoreszenz, durch CLSM farbkodiert 
in Blau) und Laminin (Kaninchen-anti-Laminin, Visualisierung mit Cy3-Esel-anti-Kaninchen, 
Rotfluoreszenz). Die weiße Färbung im Overlay ist das Resultat einer Dreifachmarkierung vaskulärer 






Abbildung 11: Kombinierte Visualisierung von (A und B) FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-
FITC-IgG) und (A*) Cy3-Immunmarkierung von Rattenendothelzell-Antigen-1 (RECA) bzw. (B*) Cy3-
Immunmarkierung des Endothelialen-Barriere Antigens (EBA = SMI-71). A** verdeutlicht die selektive 
Markierung endothelialer Strukturen durch RECA. Im Overlay (B**) ist die fehlende Immunreaktivität 
für SMI-71 als Endothelzellmarker im Gebiet der erhöhten Durchlässigkeit der BBB für FITC-Albumin 
zu erkennen, wogegen in angrenzenden Regionen mit intakter Blut-Hirn Schranke die 





4.4.1.4 Lycopersicon esculentum Agglutinin 
 
Durch Bindung des biotinylierten Tomatenlektins (Lycopersicon esculentum 
Agglutinin, LEA) an Poly-N-Azetyl-Laktosamin-Zuckerseitenketten von 
zytoplasmatischen und plasmamembranären Glykoproteinen [Acarin et al., 1994] und 
nachfolgender Visualisierung mit Cy3-Streptavidin, konnten Mikroglia und akzentuiert 
Gefäße zuverlässig detektiert werden. Im permeabilitätsgestörten Areal fanden sich 
hierbei erneut Gefäße mit einer Doppelmarkierung durch LEA und FITC-Albumin, 
wobei insgesamt die Anzahl der Tomatenlektin-positiven Gefäße gegenüber den 
Gefäßen mit FITC-Albumin-Markierung deutlich überwog (Abbildung 12). Des 
Weiteren konnten hinsichtlich Anzahl und Form der Gefäße qualitativ keine 
Unterschiede zwischen dem permeabilitätsgestörten Areal und dem entsprechenden 
Gebiet auf der kontralateralen Hemisphäre festgestellt werden. 
 
 
Abbildung 12: Doppelmarkierung von (A, B) FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG) und 
(A*, B*) biotinyliertem Tomatenlektin (Lycopersicon esculentum Agglutinin, LEA) nach Visualisierung 
durch Cy3-Streptavidin. Mit LEA gelang dabei vor allem die Markierung von Gefäßen (A**, B**). 






4.4.2 Mikroglia und Makrophagen bzw. makrophagen-ähnliche Zellen 
 
4.4.2.1 Mikroglia  
 
4.4.2.1.1 Ionisiertes Kalzium-bindendes Adaptermolekül-1  
 
Der Nachweis von Mikroglia erfolgte durch die Färbung des ionisierten Kalzium-
bindenden Adaptermoleküls-1 (Iba-1), das eine hohe, allerdings nicht absolute 
Spezifität für Mikroglia besitzt [Matsumoto et al., 2007].  
Außerhalb des Gebietes mit erhöhter FITC-Albumin-Markierung sowie in der 
kontralateralen Hemisphäre zeigten Iba-1-positive Zellen einen schlanken Zellkörper, 
von dem zahlreiche sich verästelnde Fortsätze ausgingen. Dieses ramifizierte 
Erscheinungsbild entsprach dem ruhender oder residenter Mikroglia (Abbildung 13B). 
Mit abnehmender Entfernung zum permeabilitätsgestörten Areal und innerhalb 
desselben veränderte sich die Form der Mikroglia hin zu einem amöboiden Aussehen 
mit geschwollenem Soma und nur noch wenigen, kurzen Zellfortsätzen (Abbildung 
13A). Morphologisch glich dies dem Bild aktivierter Mikroglia. 
 
 
Abbildung 13: (A) und (B): jeweils Overlay einer Doppelmarkierung von FITC-Albumin 
(Grünfluoreszenz) und von Iba-1 (ionisiertes Kalzium-bindendes Adaptermolekül-1, Rotfluoreszenz). 
Während die Mikrogliazelle aus dem permeabilitätsgestörten Areal FITC-Albumin aufgenommen hat 
(siehe auch Abbildung 14B) und insgesamt deutlich amöboid imponiert (A), stellt sich die 
Mikrogliazelle aus der kontralateralen Hemisphäre stark ramifiziert dar und erscheint frei von FITC-





War die Mikroglia kontralateral gleichmäßig verteilt, nahm ipsilateral mit 
abnehmender Entfernung zum permeabilitätsgestörten Areal der Abstand zwischen 
benachbarten Iba-1-positiven Zellen zu und die Mikrogliadichte insgesamt ab. Am 
Rand des Areals mit erhöhter FITC-Albumin-Intensität bildete die Mikroglia dann eine 
relativ scharfe Grenze zu diesem aus. Interessanterweise fanden sich aber vereinzelt 
auch amöboide Mikroglia und kleinere eher ovale Iba-1-positive Zellen direkt im 
Zentrum des permeabilitätsgestörten Gebietes, erkennbar an der starken Intensität 
des Fluoreszenzsignales von ausgetretenem FITC-Albumin oder biotinylierten 
Ratten-IgG (Abbildung 6A*** und 14A). 
 
 
Abbildung 14: (A) und (B): jeweils simultane Detektion von FITC-Albumin (Grünfluoreszenz) und 
Mikroglia (Iba-1-markiert, Rotfluoreszenz). (A) Mikroglia konzentriert sich vor allem am Rand und im 
Zentrum des permeabilitätsgestörten Areals. (B) zeigt die beginnende Phagozytose von FITC-Albumin 
durch amöboide Mikroglia (Sterne). Maßstab: A = 100 µm, B = 25 µm [Michalski et al., 2010].  
 
4.4.2.1.2 Griffonia simplicifolia Agglutinin 
Mit dem aus dem Samen der Afrikanischen Schwarzbohne (Griffonia simplicifolia) 
gewonnenem α-D-Galaktosyl-spezifischen Isolektin B4 (GSA-I-B4) konnten ebenfalls 
Mikroglia bzw. makrophagen-ähnliche Zellen und in geringerem Maße auch 
vaskuläre Strukturen markiert werden [Matsumoto et al., 2007].  
Aufgrund des Aussehens und des Verteilungsmuster der GSA-positiven Zellen 
konnte jedoch nicht sicher zwischen Mikroglia und makrophagen-ähnlichen Zellen 
unterschieden werden (Abbildung 15). Im Gegensatz zu LEA war die GSA-
Markierung von Gefäßen, sowohl innerhalb als auch außerhalb des 






Abbildung 15: Doppelmarkierung von (A, B) FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG) und 
(A*, B*) biotinyliertem Griffonia simplicifolia Agglutinin (GSA, Visualisierung durch Cy3-Streptavidin). 
Auffällig erscheint, dass trotz enger räumlicher Nähe nicht alle GSA-markierten Zellen FITC-Albumin 
aufgenommen haben (B**). Maßstab: A = 25 µm, B = 10 µm [Michalski et al., 2010]. 
 
4.4.2.2 Makrophagen und makrophagen-ähnliche Zellen 
 
Über die immunhistochemische Markierung eines 90-100 kDa Glykoproteins, das in 
der lysosomalen Membran myeloischer Zellen vorkommt, durch Maus-anti-CD68 
(Klon ED1) und Visualisierung mit Cy3-Esel-anti-Maus IgG als Sekundärantikörper 
gelang die Darstellung von Makrophagen und makrophagen-ähnlichen Zellen wie 
Monozyten und Mikroglia [Dijkstra et al., 1985, Matsumoto et al., 2007].  
CD68-positive Zellen fanden sich in großer Zahl an der Grenze des 
permeabilitätsgestörten Areals. Morphologisch konnten 2 Formen unterschieden 
werden: Weiter außen waren sie eher unregelmäßig geformt und besaßen mehrere 
kurze Zellfortsätze, wohingegen unmittelbar am Rand und innerhalb des Gebiets mit 
erhöhter FITC-Albumin-Markierung überwiegend rundlich geformte Zellen ohne 
größere Zellfortsätze dominierten. Beide Typen CD68-positiver Zellen enthielten auch 






In der kontralateralen Hemisphäre sowie ipsilateral in Gebieten ohne erhöhte 




Abbildung 16: Immunhistochemische Doppelmarkierung von (A und B) FITC-Albumin 
(Grünfluoreszenz) und von (A* und B*) CD68-Cy3 (Rotfluoreszenz) als Marker für Makrophagen bzw. 
makrophagen-ähnliche Zellen in der Peripherie des permeabilitätsgestörten Areals. Doppelmarkierte 
Zellen, erkennbar an der gelben Mischfarbe im Overlay, deuten auf FITC-Albumin enthaltende 
makrophagen-ähnliche Zellen hin (A** und B**). Maßstab: A = 25 µm, B = 10 µm [Michalski et al., 
2010]. 
 
4.4.2.3 Neutrophile Granulozyten und Mikroglia 
 
Mit einem Antikörper gegen CD11b, einem Bestandteil von Integrinen auf der 
Zelloberfläche von aktivierter Mikroglia und eingewanderten neutrophilen 
Granulozyten, konnten derartige Zellen detektiert werden [Matsumoto et al., 2007; 
Rana et. al 2010].  
CD11b-positive Zellen konnten in unmittelbarer Nähe, jedoch außerhalb des Areals 
mit erhöhter FITC-Albumin-Immunreaktivität, identifiziert werden (Abbildung 17). 





Fortsätze und zum anderen größere, eher längliche Zellen mit einem geschwollenem 
Soma und kurzen plumpen Zellfortsätzen. Eine Doppelmarkierung von CD11b und 
FITC-Albumin zeigte sich nur gelegentlich.  
In der kontralateralen Hemisphäre sowie ipsilateral in größerer Entfernung zum 
permeabilitätsgestörten Areal fanden sich keine CD11b-positiven Zellen. 
 
 
Abbildung 17: Doppelmarkierung von (A) FITC-Albumin und von (A*) CD11b (mit Cy3-markiertem 
Sekundärantikörper) als Marker für Mikroglia und neutrophile Granulozyten. Diese Zellen befinden 
sich hierbei außerhalb des permeabilitätsgeschädigten Gebietes (A**). Maßstab: 25 µm [Michalski et 
al., 2010]. 
 
4.4.3 Astroglia  
 
Astrozyten wurden mit einem polyklonalen Kaninchenantiserum gegen das Kalzium-
bindende Protein S100β markiert und mit dem Fluorochrom Cy3 visualisiert 
(Abbildung 18 und 19). 
In der kontralateralen Hemisphäre waren S100β-immunpositive Astroglia 
gleichmäßig innerhalb des Neokortex und des Subkortex verteilt. Kortikale Astrozyten 
wiesen zahlreiche eher kurze Zellfortsätze auf, wogegen Astrozyten der weißen 
Substanz zahlreiche lange Fortsätze zeigten. Ipsilateral und zum 
permeabilitätsgestörten Areal hin nahm die Anzahl der Astrozyten zu. Gleichzeitig 
imponierten ihre Somata geschwollen, und insbesondere am Rande des Gebiets mit 
der erhöhten FITC-Albumin-Markierung schien die Anzahl der Zellfortsätze 
zuzunehmen und auch kräftiger zu wirken. Innerhalb des permeabilitätsgestörten 
Areals hingegen fanden sich nur wenige Astrozyten mit kleinen runden Zellkörpern 








Abbildung 18: Doppelmarkierung von FITC-Albumin (grün) und S100β-Immunreaktivität (rot) als 
Marker für Astrozyten. Das Soma des Astrozyten imponiert leicht geschwollen. Mehrere 
Astrozytenendfüße ziehen Richtung Kapillare und bedecken diese teilweise. FITC-Albumin befindet 
sich intravaskulär, und dessen fehlender Austritt aus dem Gefäß weist auf eine intakte Funktion der 








Abbildung 19: Doppelmarkierung von (A) FITC-Albumin (Grünfluoreszenz, verstärkt mit Cy2-anti-
FITC-IgG) und (A*) Astrozyten (Rotfluoreszenz, visualisiert mit S100β-Cy3). Astrozyten können zwar 
inmitten des permeabilitätsgestörten Areals nachgewiesen werden (A**), zeigen aber nur selten eine 




Neurone konnten durch monoklonale Mausantikörper gegen die pan-neuronalen 
Marker Neuronal Nuclei (Abbildung 20A**) bzw. HuC/D (Abbildung 4A*) mit 
nachfolgender Visualisierung durch Cy3-konjugierte Sekundärantikörper zuverlässig 
und ohne Hintergrundfärbung markiert werden. Beide Marker erwiesen sich hierbei 
als gleichermaßen sensitiv. Das Areal des Neuronenverlustes war vom umgebenden 
intakten Gewebe scharf abgrenzbar. Innerhalb des Infarktes konnten nur wenige, 
verstreut liegende NeuN- oder HuC/D-positive Zellen gefunden werden, die zudem 
deutlich kleiner als außerhalb gelegene Neurone erschienen. 
Das Gebiet mit erhöhter FITC-Albumin-Markierung lag stets vollständig innerhalb des 
durch den Neuronenverlust gekennzeichneten Areals. Anderseits wurden wiederholt 
Regionen innerhalb des Infarktes identifiziert, die zwar einen Neuronenverlust, aber 
keine erhöhte Grünfluoreszenz aufwiesen (Abbildung  4A**). 
Des Weiteren konnte vor allem in Neuronen am Rande des Infarktes sowohl FITC-








Abbildung 20: Dreifachmarkierung von (A) FITC-Albumin (verstärkt durch Cy2-anti-FITC-IgG), (A*) 
biotinyliertem Ratten-IgG (nach Detektion mit Cy5-Streptavidin und Farbkodierung in Blau) und (A**) 
NeuN-markierten Neuronen mit einem Cy3-Sekundärantikörper. Neurone im Randgebiet des Infarkts 
enthalten sowohl FITC-Albumin allein (gelbe Mischfarbe) als auch FITC-Albumin und biotinyliertes 











4.3 Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke nach systemischer 
Thrombolyse mit rtPA und simultaner HBO-Behandlung 
 
4.3.1 Physiologische Parameter 
 
Hinsichtlich der physiologischen Parameter ergaben sich für die Herzfrequenz und 
den Blutzuckerspiegel zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten 
Unterschiede zu den verschiedenen Beobachtungspunkten, d.h. vor, während und 
nach der Operation, sowie nach der Behandlung. Signifikante Unterschiede 
bestanden hingegen: 1. für das Gewicht der Tiere, das in der schein-operierten- und 
der rtPA-Gruppe niedriger ausfiel, 2. für den mittleren arteriellen Blutdruck, der in der 
schein-operierten-Gruppe am Ende der Operation im Vergleich zu allen anderen 
Gruppen niedriger war, sowie 3. für den arteriellen O2-Partialdruck, der in der 
rtPA+HBO-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen höher war. Ein geringer, 
jedoch signifikanter Unterschied zeigte sich ebenfalls bei der rektal gemessenen 
Körperkerntemperatur, die am Ende der Operation in der rtPA+HBO-Gruppe 
vergleichsweise vermindert war (Daten nicht abgebildet, [Michalski et al., 2011b]). 
Was das funktionelle neurologische Defizit betraf, so bestanden zum Zeitpunkt des 
Studieneinschlusses, d.h. unmittelbar postoperativ, keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (Daten nicht abgebildet, [Michalski et 
al., 2011b]). 
 
4.3.2 Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke 
 
Zunächst wurde als Maß für die Erhöhung der Gefäßpermeabilität der Gesamtaustritt 
von FITC-Albumin gemessen. In der Gruppe der schein-operierten Tiere konnte 
dabei weder nach 5 noch nach 25 Stunden ein Austritt von FITC-Albumin detektiert 
werden (nicht dargestellt). Vergleicht man die Behandlungsarme miteinander 
(Abbildung 21), so zeigte sich nach 5 Stunden ein signifikant geringerer 
Gesamtaustritt von FITC-Albumin (ANOVA, P = 0,046) zugunsten der rtPA-Gruppe – 
verglichen mit der NBO-Gruppe und der rtPA+HBO-Gruppe (jeweils Duncan, P < 
0,05). Die Behandlung mit HBO resultierte in einer Tendenz zur Reduktion des 






Abbildung 21: (A) Gesamtaustritt von FITC-Albumin (in counts). Die im permeabilitätsgestörten Areal 
extravaskulär im Abstand von 2 µm zum Gefäß gemessen Werte wurden um die kontraläsional 
bestimmte Hintergrundfärbung korrigiert. (B) Verhältnis von extra- zu intravaskulär bestimmtem FITC-
Albumin (nach Verstärkung mit Cy2-anti-FITC-IgG) innerhalb des permeabilitätsgestörten Areals. 
Anzahl der Tiere pro Behandlungsgruppe (5/25 Stunden): Kontrolle 8/8, NBO 8/8, HBO 8/8, rtPA 7/8, 
rtPA+HBO 8/8. Jeweils Darstellung des Mittelwertes und des Standardfehlers. NBO normobare 
Sauerstofftherapie, HBO Hyperbare Sauerstofftherapie, rtPA rekombinanter Gewebsplasminogen-













































































































Nach 25 Stunden gab es zwischen den einzelnen Versuchsgruppen einschließlich 
der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied des aus den Gefäßen 
ausgetretenen gesamten FITC-Albumins (ANOVA, P = 0,413), wobei jedoch die 
Kombinationsbehandlung aus HBO und systemischer Thrombolyse mit rtPA die 
Tendenz zu einem erhöhten Austritt von FITC-Albumin aus den Gefäßen aufwies. 
Was die zeitliche Entwicklung der Gefäßpermeabilität innerhalb der einzelnen 
Gruppen betrifft, so kam es zwar in allen Gruppen zu einem geringeren Austritt von 
FITC-Albumin nach 25 Stunden im Vergleich zur Messung nach 5 Stunden, dieser 
Rückgang erreichte jedoch nur in der Kontroll- und in der NBO-Gruppe eine 
statistische Signifikanz (Kolmogorov-Smirnov, P = 0,022, P = 0,004). 
Zur Erfassung der Permeabilitätserhöhung des Gefäßes ist aber nicht nur die 
quantitative Messung des ausgetretenen FITC-Albumins geeignet, sondern auch die 
Bestimmung des Verhältnisses von extra- zu intravaskulärem FITC-Albumin. Je 
kleiner dieser Wert ist, desto weniger FITC-Albumin war im Verhältnis zum im Gefäß 
verbliebenen Marker ausgetreten. In der schein-operierten Gruppe konnte kein 
Austritt von FITC-Albumin detektiert werden, d.h. dieser Quotient ging gegen 0. 
Zwischen den einzelnen Therapiearmen einschließlich der Kontrollgruppe 
unterschied sich das Verhältnis von extra- zu intravaskulärem FITC-Albumin weder 
nach 5 noch nach 25 Stunden signifikant (ANOVA, P = 0,097, P = 0,682). Der 
Quotient war jedoch nach 5 Stunden sowohl in der NBO als auch in der HBO-Gruppe 
tendenziell erhöht. 
Vergleicht man wiederum die Entwicklung innerhalb der einzelnen Gruppen, so 
konnte lediglich in der NBO- und in der HBO-Gruppe nach 25 Stunden ein 
signifikanter Rückgang des Verhältnisses von extra- zu intravaskulärem FITC-
Albumin im Vergleich zu den nach 5 Stunden erhobenen Werten gemessen werden 












5.1 Charakterisierung des thrombembolischen Schlaganfallmodells 
 
Aufgrund der großen medizinischen und sozioökonomischen Bedeutung des 
ischämischen Schlaganfalles wurden in den letzten Jahrzehnten immense 
Anstrengungen in der (prä-)klinischen Erforschung neuer Therapiemöglichkeiten 
unternommen [O’Collins et al., 2006]. Bis auf rtPA gelang dabei keiner weiteren 
pharmakologischen Substanz die Translation vom Tierversuch zur erfolgreichen 
Anwendung beim Menschen. Dies wurde u.a. darauf zurückgeführt, dass die der 
Wirkstoffentwicklung zugrundeliegenden Tiermodelle die Genese humaner 
ischämischer Insulte nur ungenügend abbilden [Bräuninger und Kleinschnitz 2009]. 
Exemplarisch genannt seien „unphysiologische“ Modelle, wie zum Beispiel der 
transiente oder permanente intraluminale Verschluss der A. cerebri media durch 
einen Faden (filament middle cerebral artery occlusion, fMCAO) oder der 
permanente Verschluss der A. cerebri media durch Ligatur bzw. Elektrokoagulation 
[Young et al., 2007], die bislang häufig zur Induktion der zerebralen Ischämie in 
tierexperimentellen Studien verwendet wurden.  
In der vorliegenden Arbeit kam daher ein modifiziertes thrombembolisches Modell zur 
Induktion der fokalen zerebralen Ischämie zur Anwendung [Zhang et al., 1997; 
Michalski et al., 2009], das dem kardioembolischen Hirninfarkt des Menschen 
weitgehend entspricht. 
Wie bei einem thrombembolischen Modell zu erwarten, variierten hierbei sowohl die 
Lokalisation als auch das Ausmaß der Schädigung. Am häufigsten waren 
subkortikale Strukturen wie das Striatum (47,8%) und der Hypothalamus (39,1%) 
betroffen, gefolgt vom Thalamus. Der Neokortex war hauptsächlich im Rahmen von 
sehr großen Infarkten mitbetroffen. Hippokampale Ischämien fanden sich nicht. 
Dieses überwiegend subkortikal betonte Verteilungsmuster lässt sich zum einen 
durch den prominenten Anteil der Basalganglien, des Thalamus und des 
Hypothalamus am Gesamthirn der Ratte und zum anderen durch eine ausgeprägte 
kortikale Anastomosierung, zum Beispiel durch die longitudinale hippokampale 
Arterie erklären [He et al., 2000]. Des Weiteren gehen wichtige Gefäße zur 
Versorgung subkortikaler Strukturen direkt aus der distalen Arteria carotis interna ab, 





et al., 1999] und die Arteria choroidea anterior, welche u.a. die Capsula interna, Teile 
des Thalamus und des Striatums versorgt [He et al., 2000], genannt seien. Diese 
erhebliche Variabilität in Bezug auf Lokalisation und Größe des Hirninfarktes sollte in 
zukünftigen tierexperimentellen Studien bei der Planung der Gruppengrößen 
berücksichtigt werden. 
 
5.2 Qualitative und quantitative Analyse der permeabilitätsgestörten 
 Areale 
 
An derartig induzierten Hirninfarkten konnten Veränderungen der neurovaskulären 
Einheit und der Integrität der Blut-Hirn-Schranke studiert werden. Die NVU rückte 
dabei in den letzten Jahren in den Fokus der Schlaganfallforschung, da sie während 
der Ischämie im Mittelpunkt zahlreicher pathophysiologischer Vorgänge steht. 
Erwähnt seien hier beispielsweise die Wirkungen von MMP (siehe 1.3.6), pleiotrope 
Effekte von rtPA (siehe 1.4.3), Ödembildung (siehe 1.3.2), Inflammation (siehe 1.3.5) 
und die hämorrhagische Transformation des Infarktes [Endres et al., 2008].  
 
5.2.1 FITC-Albumin und biotinyliertes Ratten-IgG als translational bedeutende BBB-
Permeabilitätsmarker 
 
Am häufigsten wurde die Permeabilität der BBB bislang mit Substanzen untersucht, 
für die sie unter physiologischen Bedingungen undurchlässig ist und mit denen daher 
die Penetrierbarkeit unter pathologischen Verhältnissen erfasst werden kann. 
Verwendet wurden dazu intravenös verabreichtes Evans Blue [Mink und Dutka 1995; 
Qin et al., 2007; Liu et al., 2009; Wang et al., 2009], Fluorescein-Natriumsalz 
[Veltkamp et al., 2005b; Bauer et al., 2010], Fluorescein-konjugierte Dextrane [Chen 
et al., 2009; Kisucka et al., 2009], FITC-Albumin [Unterberg et al., 1984; Wahl et al., 
1985; Dimitrijevic et al., 2006] und Tritium-markierte Saccharose [Preston und 
Webster 2004]. Darüber hinaus wurden auch endogenes Immunglobulin G [Chen et 
al., 2009] und endogenes Albumin [Wang et al., 2009] benutzt. Zudem wurde die 
Permeabilität mittels zerebraler Magnetresonanztomographie (cMRT) auf T1-
gewichteten Bildern nach Kontrastmittelgabe untersucht [Veltkamp et al., 2005b; Liu 





serieller Untersuchungen an stets demselben Tier bietet [Durukan et al., 2009; Pillai 
et al., 2009]. 
Bei der Verwendung von nicht-physiologischen Substanzen wie FITC-markierten 
Dextranen oder Evans Blue müssen dabei jedoch stets auch potentiell toxische und 
immunologische Effekte bedacht werden. Zudem hat Evans Blue zwar per se mit 960 
Da ein niedriges Molekulargewicht, durch seine hohe Affinität für Albumin wird es 
jedoch schnell und fast vollständig an dieses gebunden und es werden somit Daten 
zum Verhalten des als Transportprotein bekannten Albumins ermittelt [Wolman et al., 
1981].  
Die vorliegende Studie untersuchte erstmalig den Austritt physiologischer Proteine 
mit einem unterschiedlichen Molekulargewicht in einem thrombembolischen 
Schlaganfallmodell und analysierte deren Interaktionen mit Komponenten der NVU.  
Unter translationalen Aspekten ist hierbei besonders interessant, dass beiden 
verwendeten Markersubstanzen, d.h. sowohl den Immunglobulinen als auch Albumin 
eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben wird, ihr Verhalten in Bezug auf die 
NVU und das Hirnparenchym im thrombembolischen Schlaganfallmodell jedoch 
bislang noch nicht näher beschrieben ist. 
Wie wichtig umfangreiche präklinische Prüfungen auf Grundlage möglichst 
physiologischer Schlaganfallmodelle sind, lässt sich u.a. gut am Beispiel von Albumin 
demonstrieren: Zahlreiche tierexperimentelle Studien der Arbeitsgruppe um Belayev 
und Ginsberg hatten positive Effekte der Gabe von Albumin in der Akutphase des 
ischämischen Schlaganfalles in Bezug auf funktionelle, histologische und MR-
morphologische Endpunkte zeigen können. In einem Schlaganfallmodell, das zur 
Induktion der transienten fokalen zerebralen Ischämie jeweils nur das fMCAO-Modell 
verwendete, führte die Gabe von Albumin (1,25 - 2,07 g/kg Körpergewicht) bis zu 4 
Stunden nach Beginn der zweistündigen Ischämie zu einem verbesserten 
funktionellen Outcome nach 24, 48 und 72 Stunden sowie zu einer deutlichen 
Reduktion der Infarktgröße und des Ödems [Belayev et al., 1998 und 2001]. Dies 
wurde unter anderem auf eine Hämodilution [Belayev et al., 1997] und eine 
verbesserte lokale Perfusion in Gebieten mit ansonsten kritischer Reduktion des 
zerebralen Blutflusses zurückgeführt [Huh et al., 1998]. Histologisch zeigten sich 
nach Aufnahme des Albumins eine neuroprotektive Wirkung [Remmers et al., 1999], 
ein verminderter Abbau vaskulärer Strukturen sowie die Aktivierung von Mikroglia im 





In ähnlicher Weise hatten bereits frühere Studien diverse positive Effekte von 
Albumin sowohl in vitro als auch in vivo demonstriert. Erwähnt seien die Hemmung 
der Apoptose in humanen Nabelvenenendothelzellen durch Albumin [Zöllner et al., 
1996] und die Bedeutung von Albumin für die Aufrechterhaltung einer normalen 
vaskulären Permeabilität [He und Curry 1993]. Die Studie von He und Curry zeigte, 
dass der Austausch eines albuminhaltigen Perfusats gegen Ringerlösung über eine 
intrazelluläre Erhöhung der Kalziumkonzentration in den Endothelzellen zu einer 
erhöhten Gefäßpermeabilität führte. Auch kann Albumin als Ampholyt an die negative 
Glykokalyx der (pulmonalen) Endothelzellen binden und die Ladungsbarriere 
modifizieren [Schneeberger und Hamelin 1984].  
Diese tierexperimentellen Daten dienten als Grundlage zur Durchführung einer 
ersten klinischen Pilotstudie, der „Albumin In Acute Stroke Study“ (ALIAS) [Ginsberg 
et al., 2006; Pallesch et al., 2006]. Hierbei wurden bis zu 2,05 g Albumin / kg 
Körpergewicht innerhalb der ersten 16 Stunden nach Symptombeginn intravenös 
verabreicht. Die Sicherheits- und Dosisfindungsstudie ließ vermuten, dass Albumin – 
vor allem kombiniert mit der systemischen Thrombolyse durch rtPA – neuroprotektiv 
wirkte [Pallesch et al., 2006]. Relevante Nebenwirkungen wurden auf die 
Volumenbelastung zurückgeführt und resultierten in einem milden bis moderaten 
Lungenödem bzw. einer Herzinsuffizienz [Ginsberg et al., 2006]. 2006 folgte mit 
ALIAS 2 eine klinische, randomisierte, doppelt-verblindete und Placebo-kontrollierte 
Phase 3 Studie, die nach einem zwischenzeitlichen Stopp aufgrund von 
Sicherheitsbedenken und nachfolgender Anpassung des Studienprotokolls, aktuell 
noch andauert [Hill et al., 2007].  
Im Vergleich zu Albumin ist die Datenlage für die intravenöse Gabe von 
Immunglobulinen (IVIGs) beim Schlaganfall noch limitiert, und klinische Studien 
fehlen bislang. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten tierexperimentell eine 
Reduktion der Infarktgröße und ein besseres funktionelles Outcome nach Gabe von 
IVIGs zeigen [Arumugam et al., 2007; Walberer et al., 2010; Widiapradja et al., 
2013]. Die neuroprotektive Wirkung ist hierbei auf anti-inflammatorische Effekte 
sowie eine verminderte Apoptose zumindest von Neuronen zurückzuführen 
[Arumugam et al., 2007; Widiapradja et al., 2013].  
Die in der aktuellen Studie applizierten Dosen von FITC-Albumin (1 ml á 10-20 
mg/ml) oder biotinyliertem Ratten-IgG (1 ml á 10 mg/ml) erwiesen sich auch beim 





Permeabilität. Der Gefäßaustritt dieser Proteine war hierbei auf die ipsilaterale 
Hemisphäre beschränkt. Das fluoreszenzmikroskopisch ermittelte Verteilungsmuster 
war für beide Substanzen nahezu identisch. FITC-Albumin und biotinyliertes Ratten-
IgG fanden sich sowohl intra- als auch extravaskulär, flächig im Neuropil verteilt 
sowie intrazellulär bzw. an die Oberfläche von Zellen gebunden. Daher sind beide 
Marker grundsätzlich geeignet, die Schädigung der Barrierefunktion der BBB nach 
zerebraler Ischämie qualitativ zu erfassen. 
Hervorzuheben ist außerdem die erhöhte Nachweisempfindlichkeit von FITC-Albumin 
mit einer Hapten-anti-Hapten-Methode durch Cy2-anti-FITC-IgG. Die hohe 
Sensitivität derartiger Verstärkungstechniken konnte am Beispiel des FITC-anti-FITC-
Systems bereits 1989 von Harmer und Samuel demonstriert werden. Vorteilhaft bei 
der Verstärkung von FITC-Albumin ist zusätzlich die gleichzeitig erfolgte 
Langzeitstabilisierung des Fluoreszenzsignals. Des Weiteren fiel auf, dass in der 
Regel die kräftige Grünfluoreszenz von verstärktem FITC-Albumin über die im 
Vergleich schwächere Rotfluoreszenz von biotinyliertem Ratten-IgG dominierte. Dies 
könnte zumindest teilweise in einem aktiven und selektiven Transport von IgG aus 
dem Neuropil in das Blut über noch intakte Abschnitte der BBB begründet sein 
[Zhang und Pardridge 2001; Schlachetzki et al., 2002], wodurch eine niedrigere 
Konzentration im Infarktareal mit nachfolgend verminderter Immunfluoreszenz 
resultieren würde. 
Aus den genannten Gründen und wegen vergleichsweise geringerer Kosten wurde 
FITC-Albumin im weiteren Verlauf für die Quantifizierung der BBB-
Permeabilitätsstörung gegenüber biotinyliertem Ratten-IgG der Vorzug gegeben. 
 
5.2.2 Konvertierung von FITC-Albumin und biotinyliertem Ratten-IgG in dauerhaft 
stabile DAB-Nickel-Präzipitate  
 
Sowohl die Immunperoxidasefärbung von biotinyliertem Ratten-IgG mit präformierten 
ABC-Komplexen [Härtig et al., 1995] als auch die immunhistochemische 
Konvertierung des Fluoreszenzsignals von FITC-Albumin in ein stabiles DAB-Nickel-
Präzipitat auf Grundlage von Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem anti-FITC-IgG 
gelangen zuverlässig.  
Wie unter 4.3 dargestellt, konnten durch die Visualisierung von FITC-Albumin bzw. 





des permeabilitätsgestörten Areals einfach erfasst und lichtmikroskopisch 
ausgewertet werden. Dies ist von großer praktischer Bedeutung, da somit die 
konventionelle Markierung mit Triphenyl-Tetrazoliumchlorid (TTC), einem vielfach 
verwendeten histochemischen Outcome-Parameter in der tierexperimentellen 
Schlaganfallforschung [Oliff et al., 1995; Asahi et al., 2000; Badr et al., 2001a; 
Schäbitz et al., 2004; Henninger et al., 2009] ersetzt werden kann. Nachteiligerweise 
muss beim TTC-Verfahren das Hirn in 1-2 mm dicke koronare Schichten geschnitten 
werden, die nach der TTC-Färbung jedoch keiner weiteren (immun-)histochemischen 
Verwendung mehr zugeführt werden können. Die in der vorliegenden Arbeit 
beschriebene Methode benötigt zum einen weniger Hirngewebe, liefert zum anderen 
genauere Ergebnisse, da der Abstand zwischen ausgewerteten Schnitten bei Bedarf 
angepasst werden kann und erlaubt darüber hinaus eine weitere (immun-) 
histochemische Bearbeitung.  
 
5.2.3 Abhängigkeit der BBB-Permeabilität vom Molekulargewicht der 
Markersubstanzen  
 
In Übereinstimmung mit der qualitativen fluoreszenzmikroskopischen Analyse der 
BBB-Permeabilität konnte auch 25 Stunden nach Induktion der Ischämie quantitativ 
kein Unterschied in der Fläche oder dem Volumen von ausgetretenem FITC-Albumin 
bzw. biotinyliertem Ratten-IgG gefunden werden.  
Ob die Permeabilitätsstörung der BBB nach einem ischämischen Schlaganfall auch 
von der Molekülgröße der untersuchten Substanzen abhängig ist, wurde bislang 
nicht abschließend geklärt. MR-tomographische Untersuchungen der BBB-
Permeabilität nach Gabe von Kontrastmitteln mit einem unterschiedlichen 
Molekulargewicht ergaben einen stärkeren Austritt des kleineren Markers 
Gadopentetat-Dimeglumin (Gadolinium-DTPA, 554 Da) im Vergleich mit an Evans 
Blue (EB) gebundenem Gadolinium-Rinderserumalbumin (circa 70 KDa) 24 Stunden 
nach 3-stündiger fMCAO [Nagaraja et al., 2008a]. Als mögliches morphologisches 
Korrelat könnte diesen Ergebnissen der Verlust spezifischer Bestandteile der BBB 
zugrunde liegen. Beispielsweise war in Claudin-5-defizienten Mäusen mit normal 
entwickelter Morphologie der Hirngefäße die BBB für Moleküle < 800 Da permeabel 
[Nitta et al., 2003]. Ein Verlust von Claudin-5 und Okkludinen konnte auch im 





et al., 2007]. Bei der Analyse größerer Moleküle verglichen Nagaraja et al., – 
ebenfalls in einem fMCAO-Modell der Ratte – den Austritt von EB-Albumin (circa 70 
kDa) jeweils mit dem Austritt von FITC-Dextranen mit mittlerem (77 bzw. 167 kDa) 
oder hohem (2000 kDa) Molekulargewicht nach 3 und 24-stündiger Reperfusion. Wie 
in der vorliegenden Arbeit konnten hierbei EB-Albumin und 77- bzw. 167 kDa-FITC-
Dextran sowohl nach 3 als auch nach 24-stündiger Reperfusion ko-detektiert werden, 
wobei kein Unterschied in ihrer Verteilung erkennbar war. Demgegenüber zeigte 
2000 kDa-FITC-Dextran nach 3-stündiger, aber nicht mehr nach 24-stündiger 
Reperfusion einen signifikant verringerten Austritt im Vergleich zu EB-Albumin 
[Nagaraja et al., 2008b]. Eine quantitative Bestimmung des Fluoreszenzsignals ergab 
bis zu 8 Stunden nach Reperfusion einen signifikant höheren Austritt von 
Immunglobulinen verglichen mit 2000 kDa-FITC-Dextran [Chen et al., 2009].  
Diese Daten zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass beim fokalen 
Schlaganfallmodell der Ratte mittels fMCAO oder, wie in der aktuellen Studie, mittels 
tMCAO die Permeabilität der BBB für Moleküle mit einem Molekulargewicht zwischen 
circa 70 - 170 kDa innerhalb der ersten 25 Stunden kaum größenselektiv zu sein 
scheint, wohingegen die BBB für den Austritt sehr großer Moleküle (um 2000 kDa) 
zumindest in den ersten Stunden noch eine Barriere darstellt. Vom zeitlichen Verlauf 
her könnte der Zusammenbruch dieser größenselektiven Barriere der BBB nach 24-
25 Stunden Folge sekundärer Schädigungsmechanismen sein, wie beispielsweise 
der vermehrten Freisetzung und Aktivierung von MMP [Rosenberg et al., 1998; Yang 
et al., 2007].  
Auch wenn frühere Untersuchungen ergaben, dass der Austritt von EB-Albumin gut 
mit einer durch zerebrale Magnetresonanztomographie ermittelten erhöhten in vivo 
Permeabilität korrelierte [Hoffmann et al., 2011] und dass zumindest der Austritt von 
hochmolekularen 2000 kDa-FITC-Dextran mit dem durch TTC anfärbbaren Areal 
übereinstimmte [Chen et al., 2009], sollte das permeabilitätsgestörte Areal nicht ohne 
weiteres mit dem Infarktkern oder der Penumbra [Astrup et al., 1981] gleichgesetzt 
werden. Beispielsweise fand sich bei Patienten mit lakunären, nicht aber mit 
kortikalen Hirninfarkten, eine erhöhte Permeabilität der BBB für Gadolinium, die über 
das eigentliche Infarktareal hinausging [Wardlaw et al., 2009].  
Des Weiteren muss bedacht werden, dass im Gegensatz zum fMCAO-Modell im 
thrombembolischen MCAO-Modell das okkludierte Gefäß verschlossen bleiben kann 





austreten können. Dies würde zu einer Unterschätzung des permeabilitätsgestörten 
Gebiets führen. 
 
5.2.4 Nachweis von FITC-Albumin in Gefäßen außerhalb des 
permeabilitätsgestörten Areals 
 
Interessanterweise konnte FITC-Albumin ipsilateral gelegentlich auch in Gefäßen 
außerhalb des eigentlichen permeabilitätsgestörten Areals und sogar vereinzelt in 
kontralateralen Gefäßen nachgewiesen werden, ohne dass sich jedoch ein deutlicher 
Austritt in das Neuropil zeigte. Eine veränderte BBB-Permeabilität in kontralateralen 
Hirnarealen ist auch beim transienten fokalen zerebralen Ischämiemodell der Ratte 
beschrieben worden [Pillai et al., 2009]. Diskutiert wurde als mögliche Ursache u.a. 
eine vasodilatierende Wirkung von Isofluran [Pillai et al., 2009], das auch in der 
aktuellen Studie als Narkotikum Anwendung fand. Denkbar erscheint jedoch auch die 
Bindung von FITC-Albumin an Rezeptoren auf der Oberfläche der Endothelzellen, 
wie zum Beispiel Glykoprotein 60, Glykoprotein 30 oder Glykoprotein 18, die 
Endozytose, Transzytose und auch Abbau von Albumin vermitteln [Schnitzer 1992; 
Schnitzer et al., 1992; Schnitzer und Bravo 1993]. Konformationsänderungen des 
Albumins durch chemische Modifikationen können zu einer stärkeren Bindung an 
diese Rezeptoren und einer Verdrängung von nativem Albumin führen [Schnitzer et 
al., 1992;  Schnitzer und Bravo 1993]. Zusammen mit nicht auszuschließenden 
perfusionsbedingten Artefakten kann somit trotz der FITC-Albumin-Markierung von 
zerebralen Gefäßen außerhalb der eigentlichen permeabilitätsgestörten Areale von 
einer dort intakten BBB ausgegangen werden. 
 
5.3 Immunhistochemische Charakterisierung von Komponenten der 
 NVU 
 
Neben der Analyse der BBB-Permeabilität nach fokaler thrombembolischer 
zerebraler Ischämie war ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit die 
Charakterisierung von Komponenten der NVU unter besonderer Berücksichtigung 
der Interaktion mit den applizierten Markersubstanzen FITC-Albumin und 






5.3.1 Vaskuläre Komponenten der NVU 
 
Eine zuverlässige Darstellung von EZ erfolgte durch RECA, LEA und SMI-71, 
während Laminin als etablierter Marker der Basalmembran diente. Besondere 
Bedeutung erlangen die vaskulären Strukturen im Rahmen typischer 
Sekundärkomplikationen des ischämischen Schlaganfalles, wie der hämorrhagischen 
Transformation [Brouns und Dedeyn 2009] oder des vasogenen Ödems [Heo et al., 
2005; Kahle et al., 2009]. So kam es tierexperimentell nach transienter fokaler 
zerebraler Ischämie über die ersten 24 Stunden zu einem zunehmenden Verlust an 
Laminin, Fibronektin und Kollagen IV, d.h. von Bestandteilen der Basalmembran 
[Hamann et al., 1995 und 1996]. Klinisch konnte der Nachweis erhöhter 
Serumspiegel von zellulärem Fibronektin bei Aufnahme der Patienten die 
Entwicklung eines malignen Mediainfarktes mit hoher Sensitivität (90%) und 
Spezifität (100%) vorhersagen [Serena et al., 2005]. Zumindest tierexperimentell wird 
Laminin daher auch als Surrogatparameter für die Intaktheit der Basalmembran nach 
therapeutischer Intervention verwendet [z.B. Veltkamp et al., 2006].  
 
5.3.2 Mikroglia, Makrophagen bzw. makrophagen-ähnliche Zellen und Neutrophile 
sowie deren Interaktion mit FITC-Albumin 
 
Entzündungsprozesse spielen im Verlauf der zerebralen Ischämie und für die 
Schädigung der BBB eine wichtige Rolle [Brouns und DeDeyn 2009]. In der 
vorliegenden Arbeit konnte amöboide Mikroglia innerhalb des 
permeabilitätsgestörten Areals und in dessen Umgebung gefunden werden, 
wogegen Neutrophile, Makrophagen und makrophagen-ähnliche Zellen überwiegend 
in der Peripherie auftraten. Sowohl aktivierte Mikroglia als auch eingewanderte 
Neutrophile sind wichtige Quellen für die Freisetzung von MMP, vor allem MMP-9 
[Gidday et al., 2005; del Zoppo et al., 2007; Wang et al., 2009]. Diese Protease ist an 
der Degradation von Bestandteilen der Basalmembran der Hirnkapillaren und der 
EZM beteiligt, was zum Zusammenbruch der Barrierefunktion der BBB und zur 
hämorrhagischen Transformation des Infarktes beiträgt [McColl et al., 2008; Rosell et 
al., 2008]. Zusätzlich wirkt MMP-9 über die Förderung der Migration von Leukozyten 
in das Infarktgewebe proinflammatorisch, was einen sich selbst verstärkenden, 





Auf der anderen Seite werden aber auch positive Wirkungen von MMP-9 auf Umbau- 
und Reparaturvorgänge während der chronischen Phase des Hirninfarktes postuliert 
[Rosell und Lo 2008; Sood et al., 2008]. 
Alle in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch dargestellten Entzündungszellen 
banden FITC-Albumin an ihrer Oberfläche bzw. nahmen es auf; aktivierte Mikroglia 
und Makrophagen bzw. makrophagen-ähnliche Zellen allerdings stärker als 
Neutrophile. Dies ist von Interesse, da Albumin in kultivierter Mikroglia über die 
Aktivierung verschiedener Signalkaskaden einen Anstieg des intrazellulären 
Kalziumgehaltes und eine vermehrte Aktivierung und Proliferation der Mikroglia 
bewirkte [Hooper et al., 2005]. Auch führte Albumin in vitro zu einer verstärkten 
Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (engl.: inducible NO 
synthase, iNOS) und der vermehrten Freisetzung von Glutamat, TNF-α und TGF-β1 
[Hooper et al., 2009]. Auf der anderen Seite zeigten kultivierte periphere (peritoneale) 
Makrophagen keine Reaktion gegenüber einer Albuminexposition [Hooper et al., 
2005; Hooper et al., 2009]. 
Obwohl die Detektion inflammatorischer Zellen zuverlässig gelang, waren die 
verwendeten Marker für Immunzellsubpopulationen nicht hochspezifisch. Als 
Mikrogliamarker postuliertes GSA [Streit 1990], wie auch CD68 [Tanaka und Maeda 
1996] oder CD11b [Kitamura et al., 1996] markieren neben Mikroglia auch 
makrophagen-ähnliche Zellen [Matsumoto et al., 2007]. In der aktuellen Arbeit war 
dies an der unterschiedlichen Morphologie der mit diesen 3 Markern detektierten 
Zellen ersichtlich: Zum einem handelte es sich um eher unregelmäßig geformte 
Zellen mit kurzen, dicken Zellfortsätzen, am ehesten amöboider Mikroglia 
entsprechend, und zum anderen um eher ovale Zellen ohne größere Zellfortsätze, 
bei denen es sich wahrscheinlich um Makrophagen und makrophagen-ähnliche 
Zellen bzw. Neutrophile handelte. Um die Spezifität zu erhöhen sollten daher in 
zukünftigen Studien verschiedene Marker simultan eingesetzt und morphologische 
Kriterien zur Identifikation von Zelltypen stärker mit einbezogen werden.  
 
5.3.3 Astroglia und deren Wechselwirkung mit FITC-Albumin 
 
Astrozyten als ein weiteres wichtiges zelluläres Element der NVU konnten durch die 
Anfärbung des Kalzium-bindenden Proteins S100β sicher detektiert werden. Sie 





Bereich der Kapillaren verschmilzt dann die Glia limitans mit dem äußeren Blatt der 
vaskulären Basalmembran [Bechmann et al., 2007]. Im Verlauf der Ischämie kommt 
es zu einer progressiven Schwellung der Astrozytenendfüße und zu einer Lösung 
des Astrozytenendfuß-Kapillarkontaktes [Kwon et al., 2009].  
Fluoreszenzmikroskopisch konnten Astrozyten inmitten des permeabilitätsgestörten 
Areals nachgewiesen werden, zeigten jedoch insgesamt nur eine sehr spärliche 
Aufnahme bzw. Bindung von FITC-Albumin an ihre Oberfläche. Albumin erwies sich 
in in vitro-Studien als ein potenter Trigger von Kalziumsignalen und DNA-Synthese in 
Astrozyten und konnte dadurch deren Proliferation induzieren. Zudem resultierte die 
Exposition kultivierter Astrozyten gegenüber Albumin in erhöhten Konzentrationen 
von NO und dem pro-inflammatorischen Interleukin-1β im Nährmedium [Nadal et al., 
1995; Nadal et al., 1996; Ralay Ranaivo und Wainwright 2010].  
Ob diese beschriebenen Wirkungen allerdings auf das Albumin selber 
zurückzuführen sind oder aber auf an Albumin gebundene Substanzen, wie 
bestimmte Fettsäuren, ist noch nicht abschließend geklärt [Nadal et al., 1996; Hooper 
et al., 2005]. Auch inwieweit eine verstärkte Albuminexposition in vivo im Rahmen 
des Hirninfarktes und des Zusammenbruchs der BBB über die Stimulation der 
Aktivierung und Proliferation von Astrozyten und Mikroglia zu einer veränderten 
inflammatorischen Reaktion führt, ist derzeit unklar, aber bedeutend für die weitere 
Translation von Albumin als potentielles Pharmakon beim akuten ischämischen 
Hirninfarkt.  
 
5.3.4 Neurone und FITC-Albumin 
 
Schließlich konnten über die Markierung von NeuN und HuC/D Neurone dargestellt 
und Informationen über die räumliche Beziehung zwischen Neuronenverlust und 
gestörter BBB-Permeabilität gewonnen werden. Das Areal der erhöhten FITC-
Albumin-Immunreaktivität war gleichzeitig auch durch Neuronenverlust 
gekennzeichnet. Allerdings kam es nicht im gesamten Gebiet des 
Neuronenuntergangs zu einem verstärkten Austritt von FITC-Albumin, 
möglicherweise wegen der ausbleibenden Rekanalisation im Infarktkern. Während 
eine quantitative Analyse diesbezüglich nicht erfolgte, ergab die qualitative 
Untersuchung der Verteilung von FITC-Albumin und biotinyliertem Ratten-IgG die 





gebunden. Einige Studien lassen insgesamt eine direkte neuroprotektive Wirkung 
von Albumin auf Neurone vermuten [Remmers et al., 1999; Tabernero et al., 2002; 
Medina und Tabernero 2002]. 
Einschränkend muss darauf hingewiesen werden, dass die alleinige 
immunhistochemische Markierung zellulärer Komponenten der NVU keine 
Differenzierung zwischen vitalen und nekrotischen oder apoptotischen Zellen 
erlaubte. Das direkte Nebeneinander von FITC-Albumin-markierten und nicht-
markierten Zellen (beispielsweise Abbildung 15B**) sowie das FITC-Albumin-
Verteilungsmuster (Abbildung 13A und 16B**) legen hingegen die Vermutung nahe, 
dass FITC-Albumin überwiegend von vitalen Zellen aktiv intrazellulär aufgenommen 
und weniger an deren Zelloberfläche gebunden wurde.  
 
5.4 Auswirkungen einer simultanen Behandlung mit HBO und rtPA auf 
 die Integrität der Blut-Hirn-Schranke 
 
Wie bereits unter 1.4.3 ausgeführt, hängt die Wirkung von rtPA in ganz 
entscheidendem Maße von dem Kompartiment ab, in dem es sich befindet. Der 
erwünschte Effekt resultiert dabei aus der intravaskulären Thrombolyse durch die 
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin in unmittelbarer Nähe des Fibrins, d.h. des 
Embolus. Negative Effekte beruhen auf dem Übertritt von rtPA in das Interstitium und 
umfassen BBB-destabilisierende, neurotoxische und proinflammatorische Effekte. Da 
rtPA jedoch selbst nach intraarterieller Gabe nur in ungefähr 11-56% der Fälle zu 
einer Rekanalisation des Gefäßes führte [The IMS Study Investigators 2004], wäre 
die simultane Therapie von rtPA mit einem Neuroprotektivum bzw. mit einer anti-
inflammatorisch wirkenden und / oder BBB-stabilisierenden Therapie ein attraktiver 
Lösungsansatz [Endres et al., 2008]. 
 
5.4.1 Effekte von HBO auf die Integrität der BBB beim ischämischen Schlaganfall  
 
Die Wirkung von HBO auf die Integrität der BBB wurde bislang nur in wenigen 
Studien untersucht. Erstmalig konnten Mink und Dutka in einem globalen zerebralen 
Ischämiemodell an Kaninchen demonstrieren, dass HBO die Permeabilität der BBB 
reduzierte [Mink und Dutka 1995]. Nach transienter fokaler zerebraler Ischämie 





als auch nach 72 Stunden sowie das zerebrale Ödem nach 24 Stunden signifikant 
[Veltkamp et al., 2005b]. Als mögliche Ursachen dieser BBB-Stabilisierung durch 
HBO fanden sich postischämisch ein verringerter Abbau von Laminin-5 und ein 
verminderter Anstieg von MMP-9 (fMCAO-Modell) [Veltkamp et al., 2006]. Zhao et al. 
(2011) beschrieben 4 Stunden nach transienter fokaler zerebraler Ischämie einen 
Anstieg der BBB-Permeabilität, der nach HBO wiederum geringer ausfiel. 
Zugrundeliegende Mechanismen waren eine stabilisierte Expression von Claudinen 
nach 4 und 24 Stunden und parallel dazu niedrigere Spiegel von MMP-2 nach 4 
Stunden und von MMP-9 nach 24 Stunden. 
Diese Stabilisierung der BBB durch HBO nach einer transienten fokalen zerebralen 
Ischämie (fMCAO-Modell) resultierte auch in einer Verringerung der 
hämorrhagischen Transformation des Hirninfarktes [Qin et al., 2007].  
In lediglich einer einzigen weiteren Arbeit wurde der Effekt von HBO und daran 
anschließender systemischer Thrombolyse mit rtPA an einem ebenfalls fokalen 
thrombembolischen Schlaganfallmodell untersucht [Sun et al., 2010]. Diese Autoren 
zeigten, dass nach Verwendung Thrombin-induzierter – nicht aber Kalzium-
induzierter – Emboli durch rtPA-Gabe eine Reperfusion erreicht werden konnte. 
Darüber hinaus berichteten sie, dass es nach HBO in der reperfundierten Gruppe zu 
einer signifikant verringerten Infarktgröße und einer verminderten, MR-tomographisch 
bestimmten, BBB-Permeabilität im Vergleich zur Kontrollgruppe kam. Daneben 
resultierte in beiden Gruppen nach HBO eine verringerte Konzentration von 
Hämoglobin im Hirngewebe. 
 
5.4.2 Folgen der gleichzeitigen Applikation von rtPA und HBO für die 
Durchlässigkeit der BBB beim ischämischen Schlaganfall 
 
Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag daher auf der Analyse der 
Auswirkungen einer simultanen Anwendung von rtPA und HBO auf die Permeabilität 
der BBB beim ischämischen Schlaganfall. Die aktuelle Studie ermöglicht hierbei 
unter Verwendung eines thrombembolischen Schlaganfallmodells zum ersten Mal 
tiefere Einblicke in die komplexen Prozesse, die während des Hirninfarkts und einer 
simultanen Therapie mit rtPA und HBO an der BBB auftreten. Gemessen wurde die 
Intensität des Fluoreszenzsignals von ausgetretenem FITC-Albumin extra- und 





Kontrollgruppe der Gesamtaustritt von FITC-Albumin zwischen den beiden 
untersuchten Zeitpunkten (5 und 25 Stunden) signifikant ab. Gleichzeitig aber blieb 
das Verhältnis von extra- zu intravaskulärem FITC-Albumin als Parameter für die 
Barrierefunktion der BBB zwischen beiden Zeitpunkten konstant.  
Im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf der BBB-Permeabilitätserhöhung während des 
Hirninfarkts existieren zurzeit zwei konträre Hypothesen. Zum einen wird eine 
biphasische Öffnung, zum anderen eine kontinuierliche Öffnung der BBB nach 
transienter fokaler Ischämie postuliert. Das biphasische Modell beschreibt eine 
erhöhte BBB-Permeabilität nach circa 3-6 Stunden und 24-72 Stunden, die zeitlich 
mit der Freisetzung von degradierenden Enzymen, wie beispielsweise MMP, 
endogenem tPA, Plasmin und dem Abbau von Bestandteilen der TJ korreliert 
[Preston et al., 1993; Rosenberg et al., 1998; Huang et al., 1999; Yang et al., 2007; 
Sandoval und Witt 2008; Pillai et al., 2009; Jiao et al., 2011]. Warum es 
zwischenzeitlich wieder zu einer Stabilisierung der BBB kommt ist unklar. 
Möglicherweise hängt dies mit dem sogenannten „no reflow effect“ zusammen, einer 
Phase mit reduziertem zerebralen Blutfluss und Hypoperfusion, die u.a. auf 
mikrovaskulären Verschlüssen, Schwellungen des Endothels, der Astrozyten und 
deren Fußfortsätzen sowie einer Aktivierung des Endothels mit nachfolgender 
Leukozytenadhäsion und Mikrothrombenbildung, also inflammatorischen 
Veränderungen, beruht [del Zoppo et al., 2000; Huang et al., 2006].  
Im offensichtlichem Gegensatz dazu wurde sowohl mit histochemischen und MR-
tomographischen Methoden [Strbian et al., 2008] als auch mittels 
kontrastmittelverstärkter zerebraler Magnetresonanztomographie an stets dem 
gleichen Tier [Durukan et al., 2009] gezeigt, dass die BBB-Permeabilität bereits 25 
Minuten nach Beginn der Reperfusion deutlich erhöht war, und dass diese Erhöhung 
ohne signifikante Änderung über 3 Wochen persistierte.  
Das konstante Verhältnis zwischen extra- und intravaskulärem FITC-Albumin in der 
Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit spräche somit für eine eher kontinuierlich 
erhöhte BBB-Permeabilität, und der absolute Rückgang des Austritts von FITC-
Albumin könnte auf die postischämische Hypoperfusion bzw. den „no reflow effect“ 
zurückzuführen sein. Es muss allerdings bedacht werden, dass die Analyse der BBB-
Permeabilität nur zu zwei Zeitpunkten erfolgte, die zeitlich sogar in die erste bzw. 
zweite Phase der BBB-Permeabilitätserhöhung fallen könnten. Auch sind 





worden. Zudem erfolgte die Analyse der BBB nach einer Ischämie bislang 
hauptsächlich am „unphysiologischeren“ fMCAO-Schlaganfallmodell, bei dem nach 
Retraktion des Fadens die Reperfusion sicher wieder hergestellt werden konnte. 
Betrachtet man nun die Behandlungsgruppen der aktuellen Studie, so ist zu 
erkennen, dass sich weder nach 5 noch nach 25 Stunden der Gesamtaustritt von 
FITC-Albumin sowie das Verhältnis von extra- zu intravaskulärem FITC-Albumin im 
Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant unterschieden. Lediglich im Vergleich der 
Behandlungsgruppen untereinander wies nach 5 Stunden die rtPA-Gruppe 
gegenüber der NBO- und der rtPA+HBO-Gruppe eine signifikante Reduktion des 
Gesamtaustritts von FITC-Albumin auf, was möglicherweise auf die schnellere 
Rekanalisation dieser Tiere zurückzuführen war. 
Diese Resultate scheinen im Widerspruch zu den weiter oben erwähnten bisherigen 
Studien zu stehen, in denen der stabilisierende Effekt von HBO auf die BBB 
demonstriert werden konnte. Zu berücksichtigen ist aber, dass die früheren Studien 
das fMCAO-Schlaganfallmodell verwendeten, und der Effekt von HBO auf die BBB-
Permeabilität anhand des quantifizierten Austritts von EB-Albumin bzw. 
Natriumfluorescein oder aber mittels kontrastmittelverstärkter cMRT untersucht 
wurde. Die hierbei angewandten histochemischen Methoden zur Ermittlung der BBB-
Permeabilität unterschieden sich aber wesentlich von dem in der vorliegenden Arbeit 
präsentiertem Verfahren: Nach der Entnahme der Hirne wurden jeweils die beiden 
Hemisphären getrennt, homogenisiert und zentrifugiert, woraufhin die Menge des im 
Überstand enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes spektroskopisch ermittelt wurde. Ein 
niedrigerer Gehalt an EB-Albumin bzw. Natriumfluorescein wurde mit einer 
Stabilisierung der BBB gleichgesetzt. [Veltkamp et al., 2005b; Qin et al., 2007; Zhao 
et al., 2011]. Auf den verringerten Austritt der Fluoreszenzfarbstoffe aus den 
Gefäßen aufgrund einer postischämischen Hypoperfusion und möglichem „no reflow 
effect“ wurde allerdings nicht eingegangen. 
Wie bereits geschildert konnte des Weiteren in zahlreichen Studien eine 
neuroprotektive Wirkung der HBO belegt werden. Endpunkt war neben dem 
funktionellen Outcome fast immer eine entweder magnetresonanztomographisch 
oder histochemisch bestimmte Reduktion der Infarktgröße im Vergleich zum 
Kontrollkollektiv [Miljkovic-Lolic et al., 2003; Lou et al., 2004; Schäbitz et al., 2004; 
Beynon et al., 2007; Eschenfelder et al., 2008]. Zumindest für Tierversuche kann 





korrelieren [siehe 5.2; Chen et al., 2009; Durukan et al., 2009; Hoffmann et al., 2011]. 
Somit ist es wahrscheinlich, dass die gemessenen Effekte der BBB-Stabilisierung 
nach HBO eher auf eine verringerte Infarktgröße und damit einhergehend auf ein 
verringertes permeabilitätsgestörtes Areal zurückzuführen waren, was in einem 
reduzierten Austritt der Fluoreszenzfarbstoffe resultierte. Da die Hirne für die 
Fluoreszenzmessung in früheren Studien zerstört werden mussten, konnte die BBB-
Permeabilität nicht mehr an einzelnen Gefäßen gemessen werden. Dies betont noch 
einmal die Vorzüge der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methode zur 
quantitativen volumetrischen Erfassung des permeabilitätsgestörten Areals und 
unterstreicht die Bedeutung von Messungen der BBB-Permeabilität an einzelnen 
Gefäßen. Diese Überlegungen werden MR-tomographisch von einer Arbeit von 
Veltkamp und Kollegen (2005b) unterstützt, in der sie unter Verwendung des fMCAO-
Schlaganfallmodells der Ratte zeigen konnten, dass eine intraischämische HBO-
Therapie verglichen mit Raumluft sowohl das Infarktvolumen als auch das Volumen 
des BBB-permeabilitätsgestörten Areales jeweils signifikant reduzierte. Nachdem das 
Volumen des permeabilitätsgestörten Areals jedoch an die Infarktgröße adjustiert 
worden war, fanden sich keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen der HBO- 




Abschließend sei auf einige Limitationen der vorliegenden Arbeit hingewiesen. So 
wurden die Ratten nach Induktion der Ischämie nicht in die einzelnen 
Behandlungsgruppen randomisiert, sondern diesen konsekutiv zugewiesen. Dadurch 
besteht die Möglichkeit einer Ungleichverteilung von Tieren mit beispielsweise 
unterschiedlich schweren neurologischen Defiziten auf einzelne Gruppen. Wie 
bereits erwähnt, wurden die Tiere jedoch unmittelbar im Anschluss an die Operation 
und vor dem Studieneinschluss einer neurologisch-funktionellen Testung unterzogen, 
wobei sich bei den Tieren, die die Studieneinschlusskriterien erfüllten, keine 
signifikanten Unterschiede in Bezug auf das unmittelbar postoperative neurologische 
Defizit ergaben [Michalski et al., 2011b]. Zudem erfolgten die funktionelle 
Datenerhebung, die immunhistochemische Aufarbeitung und die Auswertung durch 
einen in Bezug auf die Behandlung verblindeten Untersucher. Auch die Höhe des 





möglicherweise war dieser Druck zum Nachweis signifikanter Effekte zu niedrig. 
Eschenfelder et al. (2008) führten die bislang einzige umfassendere Studie zur Frage 
des optimalen Drucks bei HBO durch. Sie konnten bei einer transienten fokalen 
zerebralen Ischämie für das fMCAO-Modell zeigen, dass Drücke von 2,5 und 3 ata 
verglichen mit niedrigeren Drücken zwar nach 24 Stunden und nach 7 Tagen zu 
einer signifikant verringerten Infarktgröße führten, dass sich aber nur ein Druck von 3 
ata sicher in einem signifikant besseren Outcome bereits nach 24 Stunden 
niederschlug. Hingegen hatte sich nach 7 Tagen sowohl das Outcome der mit 2,5 ata 
als auch der mit 3 ata behandelten Tiere signifikant gebessert [Eschenfelder et al., 
2008].  
In dieser Studie der Kieler Arbeitsgruppe wurde jedoch die sichere Reperfusion nach 
Ischämie durch Verwendung des fMCAO-Modelles sichergestellt. Wurde bei 
Verwendung des thrombembolischen Modells keine Reperfusion erreicht, d.h. bei 
einer permanenten Ischämie, konnte auch keine Reduktion der Infarktgröße 
nachgewiesen werden [Sun et al., 2010]. Da die Analyse einer erfolgreichen 
Reperfusion in der aktuellen Studie nicht erfolgte, erscheint eine ausbleibende bzw. 
auch ungleich auf die einzelnen Gruppen verteilte Rekanalisation als eine weitere 
mögliche Ursache für das Nichtansprechen der HBO-Gruppe. 
Schließlich konnte in der vorliegenden Arbeit demonstriert werden, dass die bei 
Verwendung des thrombembolischen Schlaganfallmodells induzierten Hirninfarkte 
zwar in Bezug auf Größe und Verteilung den (thromb)embolischen Hirninfarkten des 
Menschen entsprechen, sie sich aber im Gegensatz zum fMCAO-Modell nur schwer 
standardisieren lassen [Bräuninger und Kleinschnitz 2009; Engel et al., 2011]. Um 
einer entsprechenden Verzerrung durch Überrepresentation bestimmter 
Infarktgrößen oder betroffener Hirnstrukturen entgegenzuwirken, müsste daher in 
Zukunft eine angemessene Gruppengröße gewählt werden, was bei mehreren 
Behandlungsgruppen und Analysezeitpunkten jedoch schnell zu einem sehr großen 
Gesamtumfang des Versuchsvorhabens führen kann. 
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Der ischämische Schlaganfall ist ein akutes Krankheitsbild mit großer medizinischer 
und sozioökonomischer Bedeutung. Ein besseres Verständnis pathophysiologischer 
Vorgänge in der Akutphase des Hirninfarktes gilt als Voraussetzung für die 
Entwicklung neuer therapeutischer Behandlungsansätze. Von zentraler Bedeutung 
für die Pathophysiologie ist die Neurovaskuläre Einheit (NVU). Dieses Konstrukt 
umfasst zerebrale Gefäße (einschließlich Endothelzellen, Basalmembranen, 
Astrozytenendfüßen, Perizyten sowie extrazellulärer Matrix) und assoziierte Zellen 
wie Neurone und Astrozyten und berücksichtigt zudem deren Interaktionen. Die 
wichtigste von der NVU vermittelte Funktion ist die Gewährleistung der Blut-Hirn-
Schranke (BBB).  
Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit waren die immunhistochemische 
Charakterisierung der NVU und die Analyse der BBB-Permeabilität anhand des 
thrombembolischen Schlaganfallmodells der Ratte und deren mögliche 
therapeutische Beeinflussung. 
Die Induktion der fokalen zerebralen Ischämie erfolgte durch die thrombembolische 
Okklusion der rechten Arteria cerebri media. In Übereinstimmung mit Schlaganfällen 
(thromb)embolischer Genese beim Menschen variierten die Infarkte erwartungs-




gemäß hinsichtlich Größe und Lokalisation, mit Betonung subkortikaler Strukturen 
wie Striatum und Hypothalamus.  
Mit Hilfe der Permeabilitätsmarker Fluorescein-Isothiozyanat (FITC)-Albumin bzw. 
biotinyliertem Ratten-Immunglobulin G (Ratten-IgG) wurde anschließend die 
Integrität der Blut-Hirn-Schranke untersucht, wobei sich die beiden mit Haptenen 
modifizierten physiologischen Substanzen als prinzipiell gleichermaßen gut geeignet 
zur Darstellung einer erhöhten Durchlässigkeit der BBB beim ischämischen 
Schlaganfall erwiesen. Darüber hinaus wurden immunhistochemische Verfahren 
entwickelt, mit denen FITC-Albumin und biotinyliertes Ratten-IgG routinemäßig in 
dauerhaft stabile Diaminobenzidin-Präzipitate überführt werden konnten. Diese 
Methoden erlaubten die einfache Erfassung und quantitative lichtmikroskopische 
Auswertung des permeabilitätsgestörten Areals in Serienschnitten. 25 Stunden nach 
Induktion der Ischämie konnte im direkten Vergleich von ausgetretenem biotinylierten 
Ratten-IgG (circa 144 kDa) mit dem mit nur halb so großen FITC-Albumin (circa 70 
kDa) gezeigt werden, dass sowohl das fluoreszenzmikroskopisch ermittelte 
Verteilungsmuster als auch die volumetrische Bestimmung des 
permeabilitätsgestörten Hirngewebes für beide Markersubstanzen identisch waren. 
Innerhalb des ischämischen Areals gelang dann die Darstellung vaskulärer 
Bestandteile der NVU durch das Rattenendothelzell-Antigen-1, das Tomatenlektin 
Lycopersicon esculentum Agglutinin, das Endotheliale-Barriere Antigen sowie 
Laminin. Die Markierung von Entzündungszellen erfolgte durch ionisiertes Kalzium-
bindendes Adaptermolekül-1 (Iba-1), CD68, CD11b und Griffonia simplicifolia 
Agglutinin, wobei aufgrund der fehlenden absoluten Spezifität der 
immunhistochemischen Marker für einzelne Immunzellsubtypen auch 
morphologische Kriterien zur Identifikation mit herangezogen wurden. So wurden 
amöboide, aktivierte Mikroglia innerhalb und im Randbereich des 
permeabilitätsgestörten Areals gefunden, wogegen Neutrophile, Makrophagen und 
makrophagen-ähnliche Zellen überwiegend in dessen Peripherie lokalisiert waren. 
Neben ihrer Verteilung in Bezug auf das permeabilitätsgestörte Areal unterschieden 
sich die einzelnen Immunzellsubpopulationen auch hinsichtlich der Aufnahme von 
FITC-Albumin. Dieser Marker ließ sich zwar in und an verschiedenartigen 
inflammatorischen Zellen nachweisen, doch überwog insgesamt die FITC-Albumin-
Markierung von aktivierter Mikroglia und von Makrophagen bzw. makrophagen-
ähnlichen Zellen deutlich gegenüber der Markierung von Neutrophilen. Astrozyten 




konnten durch die Anfärbung des Kalzium-bindenden Proteins S100β 
fluoreszenzmikroskopisch auch inmitten des permeabilitätsgestörten Areals 
dargestellt werden, zeigten jedoch nur selten eine intrazelluläre Aufnahme von FITC-
Albumin. Schließlich konnten über die Detektion neuronaler Nuclei (NeuN) oder 
HuC/D Neurone identifiziert und Informationen über die räumliche Beziehung des 
Neuronenverlustes und der gestörten BBB-Permeabilität gewonnen werden. Das 
Areal des erhöhten FITC-Albumin-Austritts war gleichzeitig auch immer durch 
Neuronenverlust gekennzeichnet. Andererseits war aber nicht im gesamten Gebiet 
des Neuronenuntergangs auch eine verstärkte FITC-Albumin-Akkumulation zu 
finden. Diese Ergebnisse wurden vor dem Hintergrund einer derzeit laufenden 
klinischen Studie zur Gabe von Albumin in der Akutphase des ischämischen 
Schlaganfalls und unter Einbeziehung bislang vorliegender in vitro- und in vivo-Daten 
zur Wirkung des Albumins auf verschiedene Zelltypen kritisch diskutiert. 
Nachdem sich FITC-Albumin als geeigneter physiologischer Permeabilitätsmarker 
der BBB beim thrombembolischen ischämischen Schlaganfall erwiesen hatte, galt ein 
weiterer Schwerpunkt der Fragestellung, ob bekannte negative Effekte der 
systemischen Thrombolyse mit rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator (rtPA) 
auf die Integrität der BBB durch eine simultane Hyperbare Sauerstofftherapie (HBO) 
mitigiert werden könnten.  
Um die Durchlässigkeit der BBB quantitativ zu ermitteln, wurde die Intensität des 
Fluoreszenzsignals von ausgetretenem FITC-Albumin intra- und extravaskulär 5 
sowie 25 Stunden nach Induktion der fokalen zerebralen Ischämie gemessen. 
Überraschenderweise zeigten – verglichen mit der Kontrollgruppe nach 5 bzw. 25 
Stunden – weder die mit normobarem Sauerstoff, noch die mit hyperbarem 
Sauerstoff, noch die mit rtPA oder einer Kombination aus rtPA und HBO behandelten 
Tiere eine signifikante Änderung des Gesamtaustritts von FITC-Albumin oder des 
Verhältnisses von extra- zu intravaskulärem FITC-Albumin.  
In der vorliegenden Studie konnte somit durch die gezielte Untersuchung einzelner 
Gefäße im permeabilitätsgestörten Areal erstmalig demonstriert werden, dass die 
Hyperbare Sauerstofftherapie im Gegensatz zur bisherigen Lehrmeinung zu keiner 
Stabilisierung einer erhöhten BBB-Permeabilität beim thrombembolischen 
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